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RÉSUMÉ 
Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont des pathogènes majeurs pour l’homme responsables de toxi-
infections alimentaires pouvant évoluer vers des complications potentiellement mortelles. La pathogénicité de ces souches est
essentiellement due à la production de Shiga-toxines (Stx), même si d’autres facteurs semblent jouer un rôle important dans la 
virulence, comme des facteurs d’adhésion. La survie et la régulation des facteurs de virulence des EHEC dans l’environnement 
digestif humain sont des facteurs clés dans la pathogénicité bactérienne, mais restent à ce jour mal décrits, essentiellement en 
raison d’un manque de modèles d’étude adaptés. De plus, l’absence de traitement spécifique a conduit à s’intéresser à des 
moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs, comme l’utilisation de probiotiques. L’objectif de ce travail de thèse est (i) de 
mieux comprendre le comportement de la souche de référence EHEC O157:H7 EDL933 dans l’environnement digestif 
humain simulé, et en particulier ses interactions avec le microbiote résident et l’épithélium intestinal, et (ii) d’évaluer l’effet 
antagoniste d’une souche de levure probiotique vis-à-vis de la survie, la virulence et l’interaction du pathogène avec 
l’épithélium intestinal, à l’aide d’approches in vitro et in vivo complémentaires. 
En modèles digestifs in vitro, la souche EHEC survit dans l’estomac, voire se multiplie dans les parties distales de 
l’intestin grêle, alors qu’elle ne se maintient pas dans l’environnement colique. Les gènes de virulence codant les Stx et des 
adhésines majeurs (intimine et « Long Polar Fimbriae » ou Lpf) sont surexprimés dès les parties hautes du tractus digestifs, et 
ce, même en absence de cellules épithéliales. Les conditions rencontrées dans le tractus digestif supérieur de l’enfant, 
comparativement à celui de l’adulte, conduisent à une survie et un niveau d’expression des gènes codant les Stx et les Lpf plus 
élevés chez l’enfant, ce qui peut contribuer à expliquer la grande sensibilité de cette population aux infections à EHEC. Enfin, 
les Lpf semblent jouent un rôle clé dans le ciblage spécifique des cellules M et le tropisme des EHEC pour les plaques de Peyer, 
et ce, à la fois in vitro (cellules M en culture) et in vivo (anses iléales murines). Même si elle ne modifie pas la survie du 
pathogène dans l’environnement colique, la levure probiotique S. cerevisiae CNCM I-3856 a montré des propriétés antagonistes 
intéressantes vis-à-vis d’EHEC O157:H7 en  (i) modulant favorablement l’activité fermentaire du microbiote intestinal, (ii) 
diminuant significativement l’expression des gènes codant les Stx et (iii) inhibant la translocation bactérienne au travers des 
plaques de Peyer et les lésions hémorragiques associées. Par ailleurs, l’effet du pathogène et des probiotiques sur le microbiote 
colique est individu dépendant, confortant l’hypothèse que des facteurs associés à l’hôte, comme le microbiote, pourraient 
conditionner l’évolution clinique des infections à EHEC et l’efficacité d’une stratégie probiotique.  
Ce travail de thèse contribue à une meilleure compréhension du comportement des EHEC dans l’environnement 
digestif humain et confirme l’intérêt d’une stratégie probiotique dans la lutte contre le pathogène. Une étude plus approfondie 
du transcriptome du pathogène dans l’environnement digestif et une analyse par des méthodes haut débit du microbiote 
intestinal permettraient de continuer à mieux décrire la physiopathologie des infections à EHEC et comprendre les mécanismes 
associés à l’effet antagoniste des probiotiques. 
Mots clefs : Escherichia coli enterohémorragique, Système de digestion in vitro, Microbiote, Probiotique, Anses iléales murines, Long Polar 
Fimbriae 
ABSTRACT 
The enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are major zoonotic pathogens responsible for food-borne infection 
which leads to life-threatening complications in humans. The main virulence determinant of EHEC is the production of Shiga 
toxins (Stx), even if other factors seem to play an important role in virulence, such as adhesion factors. Survival and virulence 
of EHEC strains in the human digestive environment are a key factor in bacterial pathogenesis but remains unclear owing to 
lack of relevant model. Moreover, no specific treatment has led to interest in preventative and / or curative alternatives, such 
as using probiotics. The objective of this study is to better understand the behavior of the reference strain EHEC O157:H7 
EDL933 in the entire digestive tract, and in particular its interaction with the resident microbiota and the intestinal epithelium, 
and to evaluate the antagonistic effect of the probiotic yeast, Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856, using in vitro and 
in vivo complementary approaches. 
In vitro, bacterial mortality was noticed in the stomach, whereas bacterial growth resumption was observed in the 
distal parts of the small intestine and the pathogen was not able to maintain in the human colonic conditions. Virulence genes 
encoding Stx and adhesins (intimin and “Long polar fimbriae”) are upregulated in the upper parts of the digestive tract. A ten-
time higher amount of cells was found in the ileal effluents of infant compared to adult. stx genes were over-expressed  (up to 
25-fold) in infant conditions compared to the adult ones. This results show that differences in digestive physicochemical 
parameters of the upper gastrointestinal tract may partially explain why infants are more susceptible to EHEC infection than 
adults. And finally, Lpf seem to play a key role in the interactions of EHEC with murine Peyer’s patches and are needed for an 
active translocation of the pathogen across M cells, and both in vitro (M cells culture) and in vivo (murine ileal loops). 
S. cerevisiae had not effect on EHEC survival in the colonic environment but (i) favorably influenced gut microbiota 
activity through beneficial modulation of short chain fatty acid production, (ii) leading to significantly decrease stx expression 
and (iii) significantly reduced EHEC translocation through M cells and inhibited in vivo interactions of the pathogen with 
Peyer’s patches and the associated hemorrhagic lesions. Probiotic had donor-dependent effect on the gut microbiota strengthen 
the hypothesis that host-associated factors such as microbiota could influence the clinical evolution of EHEC infection and the 
effectiveness of a probiotic strategy. 
This work contributes to a better understanding of the behavior of EHEC in the human digestive environment and 
confirms the interest of probiotic strategy in controlling EHEC infections. Further transcriptome studies are warranted for the 
pathogen in the human digestive environment, with or without probiotics for the better understanding of the pathophysiology 
of EHEC and so on the mechanisms involved in the antagonistic effect of probiotics. 
Keywords: Enterohemorrhagic Escherichia coli, Digestive in vitro model, Gut microbiota, Probiotic, Mice ileal loops, Long Polar Fimbriae 
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AVANT-PROPOS 
Découverts en 1982 aux États-Unis, les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines 
(STEC) sont devenus en une trentaine d’années un problème majeur de santé publique avec un 
impact important pour les industries agro-alimentaires. Les STEC isolés lors d’infections chez 
l’Homme sont appelés Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC). Ils sont responsables de 
toxi-infections alimentaires pouvant évoluer vers des atteintes systémiques potentiellement 
mortelles comme le syndrome hémolytique et urémique (SHU) et le purpura thrombotique 
thrombocytopénique (PTT). La contamination par ces bactéries résulte principalement de 
l’ingestion de produits alimentaires contaminés, crus ou insuffisamment cuits. Le sérotype 
O157:H7 est le plus fréquemment impliqué dans les épidémies. La pathogénicité de ces 
bactéries est principalement due à la production de Shiga-toxines. La survie et la régulation des 
gènes de virulence des EHEC dans l’environnement digestif humain, ainsi que les interactions 
du pathogène avec le microbiote résident et l’épithélium intestinal, sont des facteurs importants 
dans la physiopathologie de ces infections mais restent insuffisamment décrits. De plus, 
l’absence de traitement spécifique et le fait que l’antibiothérapie augmente le risque de SHU 
ont conduit à s’intéresser à des moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs, comme l’utilisation 
de probiotiques. 
 
 
Les travaux de recherche présentés dans ce manuscrit ont été effectués au sein de 
l’Équipe d’Accueil « Conception, Ingénierie et Développement de l’Aliment et du Médicament 
» (EA-CIDAM 4678), dirigée par le Professeur Monique Alric et l’Unité M2iSH « Microbes, 
Intestin, Inflammation et Susceptibilité de l’Hôte » (UMR Inserm U1071, USC INRA 2018)
dirigée par le Professeur Arlette Darfeuille-Michaud jusqu’en 2014, puis par le Docteur Nicolas 
Barnich. Ces deux laboratoires sont rattachés à l’Université d’Auvergne.  
 
 
L’EA-CIDAM possède depuis près de vingt ans une expertise et un savoir-faire 
internationalement reconnus dans le domaine de la digestion artificielle. Elle a ainsi développé 
un plateau technologique autour de l’environnement digestif associant des outils in vitro de 
digestion, fermentation et absorption à des technologies de formulation et des outils 
moléculaires de génomique et post-génomique. En particulier, elle possède le système digestif 
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artificiel TIM 1 (TNO Gastrointestinal Model 1) simulant l’environnement luminal de 
l’estomac et l’intestin grêle ainsi que différents fermenteurs (e.g. ARCOL : « ARtificial 
COLon », ECSIM : « Environmental Control System for Intestinal Microbiota ») permettant de 
reproduire l’environnement colique. Les outils in vitro de l’EA-CIDAM reproduisent aussi bien 
l’environnement digestif de l’homme que celui de l’animal monogastrique (veau pré-ruminant, 
porcelet) et ce dans des conditions physiologiques ou pathologiques. L’objectif de l’équipe est 
de développer des produits ou des concepts innovants en Nutrition et Santé Humaine ou 
Animale. Actuellement, l’EA-CIDAM s’intéresse plus particulièrement à trois conditions 
physiopathologiques dans l’environnement digestif humain associées (i) au vieillissement, (ii) 
à la présence de polluants d’origine alimentaire et (iii) à la présence de bactéries pathogènes 
comme les EHEC. Dans chacune de ces situations, elle évalue l’intérêt de stratégies basées sur 
l’utilisation de souches probiotiques. 
 
L’Unité M2iSH mène depuis une trentaine d’années des travaux consistant à analyser 
la relation hôte-pathogène, et s’intéresse notamment aux Escherichia coli (E. coli) pathogènes. 
Trois thèmes de recherche principaux sont aujourd’hui développés dans le laboratoire : (i) 
l’étude de l’implication d’E. coli dans les maladies inflammatoires chroniques du tube digestif, 
en particulier la maladie de Crohn, (ii) l’étude de la piste infectieuse à E. coli dans le 
développement du cancer colorectal et (iii) l’étude des facteurs impliqués dans la pathogénicité 
des E. coli entérohémorragiques. L’équipe « EHEC » dispose d’une large collection de souches 
productrices de Shiga-toxines isolées de bovins, d’aliments et de malades, et s’est spécialisée 
dans l’étude des facteurs de pathogénicité de ces bactéries. À l’heure actuelle, les travaux de 
l’équipe s’orientent vers l’étude du comportement des EHEC dans l’environnement digestif 
(survie, régulation des facteurs de virulence, interactions avec l’hôte) en utilisant (i) des outils 
moléculaires (ii) des modèles in vitro (lignées de cellules épithéliales, de macrophages, modèle 
original de cellules M) et (iii) des modèles animaux ex vivo (chambres de Ussing) et in vivo 
(modèles murins d’anses iléales). 
 
 
Mes travaux de thèse, réalisés sous la direction du Professeur Valérie Livrelli (M2iSH) 
et du Docteur Stéphanie Blanquet-Diot (EA-CIDAM), s’inscrivent dans la continuité de travaux 
précédemment réalisés par ces deux équipes.
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Ainsi, les objectifs du travail de thèse qui m’a été confié étaient, dans un premier temps, 
de poursuivre l’étude du comportement de souches EHEC dans le tractus digestif humain 
supérieur, en examinant la survie et la virulence d’une souche EHEC O157:H7 en conditions 
digestives adulte et enfant simulées dans le modèle gastro-intestinal TIM 1. Puis, dans un 
second temps, nous avons étudié la survie et la virulence d’E. coli O157:H7 en conditions 
coliques humaines simulées (ARCOL) et déterminé l’influence du pathogène sur le microbiote 
colique humain implanté dans le fermenteur. Parallèlement, les propriétés antagonistes de la 
levure probiotique Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856 vis-à-vis de la survie et de la 
virulence de la souche EHEC ont été évaluées dans l’environnement colique humain simulé 
lors d’un traitement « prophylactique ». Le dernier objectif était de mieux comprendre les 
mécanismes impliqués dans les interactions des EHEC avec l’épithélium intestinal, et plus 
particulièrement les plaques de Peyer, à l’aide de deux approches complémentaires, un modèle 
in vitro original de culture de cellules M et un modèle in vivo d’anses iléales murines. Enfin,
l’effet antagoniste des probiotiques vis-à-vis de la translocation des EHEC au travers de 
l’épithélium intestinal a également été testé en modèle murin. 
 
 
La première partie de ce manuscrit présente le contexte scientifique général. Cette 
synthèse bibliographique s’articule autour de trois chapitres. Un premier chapitre introductif 
décrit la physiologie générale du tractus digestif humain, les conditions rencontrées dans la 
lumière gastro-intestinale chez l’homme ainsi que les principaux modèles in vitro permettant 
de modéliser l’environnement digestif humain. Un deuxième chapitre est consacré à la 
description de la physiopathologie des infections à EHEC, des facteurs de virulence bactériens 
et de la régulation de ces facteurs dans l’environnement digestif humain. Un dernier chapitre 
s’intéresse à l’utilisation des probiotiques dans le cadre des infections à EHEC, chapitre rédigé 
principalement sous la forme d’un revue de la littérature. Les résultats expérimentaux sont 
exposés sous la forme de quatre publications puis commentés dans la deuxième partie de ce 
manuscrit. Enfin, dans la partie discussion générale et conclusion, l’ensemble des résultats de 
cette thèse est discuté et des perspectives concernant l’ensemble de ce travail sont proposées.  
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La digestion humaine désigne l’ensemble des phénomènes mécaniques et chimiques liés 
au fonctionnement de l’appareil digestif, et consiste en une succession d’étapes permettant la 
transformation des aliments en nutriments, où chaque partie du tractus digestif a un rôle
spécifique. La fonction majeure de l’appareil digestif est le transfert vers l’organisme des 
nutriments, de l’eau et des électrolytes apportés par l’alimentation. Afin de mieux appréhender 
par la suite les avantages et les limites des différents systèmes digestifs artificiels, les 
paramètres essentiels de la digestion humaine, i.e. les phénomènes chimiques, mécaniques et 
l’écosystème microbien digestif seront détaillés.  
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FIGURE 1. Organisation générale du système digestif humain et des glandes annexes
(Modifié d’après Sherwood, 2006) 
Le système digestif humain est composé de la bouche, de l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin 
grêle (duodénum, jéjunum et iléon), du gros intestin (côlon ascendant, côlon transverse, côlon 
descendant et côlon sigmoïde), du rectum et de l’anus. Des organes et glandes annexes sont 
également associés à ce système : les trois principales glandes salivaires (parotides, sub-linguales 
et sub-mandibulaires), le pancréas, le foie, la vésicule biliaire et l’appendice.  
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1.1. Le tractus gastro-intestinal humain 
1.1.1. Physiologie générale de la digestion humaine 
L’appareil digestif est composé du tube digestif proprement dit et des organes digestifs 
annexes (Sherwood, 2006). Le tube digestif, d’une longueur moyenne de 7 m chez l’Homme, 
est constitué de la bouche, du pharynx, de l’œsophage, de l’estomac, de l’intestin grêle 
(duodénum, jéjunum et iléon), du gros intestin (successivement cæcum et appendice, côlon 
ascendant, côlon transverse, côlon descendant, côlon sigmoïde et rectum) et de l’anus. Les 
organes digestifs accessoires sont les glandes salivaires, le pancréas, le foie et la vésicule biliaire 
(FIGURE 1). 
 
 
1.1.1.1. Digestion buccale 
Le système digestif débute par la cavité orale qui est le siège des premières étapes de la 
digestion, avec la mastication (par l’action des dents, des joues et de la langue) et la sécrétion 
de salive par trois paires de glandes salivaires (glandes parotides, submandibulaires et 
sublinguales). La mastication est le premier acte mécanique de la digestion qui prépare les 
aliments en réduisant la taille des particules. Elle forme ainsi le bol alimentaire et favorise 
l’action des enzymes digestives dans l’intestin grêle. La salive est constituée d’environ 99 % 
d’eau contenant des électrolytes, des protéines comme des enzymes ou encore des 
immunoglobulines, de l’urée et de l’ammoniaque (de Almeida et al., 2008). La digestion 
buccale est limitée à l’hydrolyse de polysaccharides en dextrine (et éventuellement en maltose) 
par l’amylase salivaire (ou ptyaline). L’action de cette enzyme se poursuit dans l’estomac tant 
que l’acidité gastrique n’a pas pénétré le bol alimentaire. Enfin, la déglutition est déclenchée 
quand le bol alimentaire est poussé volontairement par la langue de l’arrière de la cavité buccale 
dans le pharynx. La déglutition est un acte réflexe qui englobe l’ensemble des phénomènes 
moteurs qui font ainsi passer les aliments de la bouche à l’estomac (Sherwood 2006). 
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1.1.1.2. Digestion gastrique 
1.1.1.2.1. Anatomie de l’estomac 
L’estomac est un réservoir d’environ 15 cm de haut en forme de « J » situé entre 
l’œsophage et l’intestin grêle où règne, à l’état à jeun, un potentiel hydrogène (pH) médian de 
1,55 (0,95 à 2,6). Le pH du contenu gastrique après un repas n’est pas constant dans le temps. 
En effet, le pH gastrique augmente dans les premières minutes post-ingestion pour atteindre 
une valeur comprise entre 5 et 6, puis atteint un pH inférieur à 2 dans les deux heures 
(Malagelada et al., 1979 ; Van Wey et al., 2014). D’un point de vue anatomique et fonctionnel, 
l’estomac peut être séparé en estomac proximal correspondant au fundus et au corps 
anatomique et en estomac distal correspondant à l’antre anatomique (FIGURE 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’estomac proximal joue le rôle de réservoir des aliments déglutis et possède une 
activité sécrétoire importante alors que l’estomac distal assure la fragmentation et 
l’homogénéisation des solides et régule la vidange du produit de la digestion gastrique (chyme) 
dans le duodénum. Le pylore ferme l’estomac et agit comme un tamis en expulsant les liquides 
vers le duodénum mais en empêchant le passage des particules solides dont la taille est 
supérieure à 2 mm. Ceci entraîne un jet rétrograde favorisant le mélange du contenu (Khan et 
al., 2009). Chez l’Homme, un temps de transit gastrique médian de 56 minutes (5 à 133 min) 
FIGURE 2. Organisation générale de l’estomac (D’après Sherwood 2006) 
Composé de trois parties qui sont le fundus, le corps et l’antre, l’estomac est un réservoir débutant 
au niveau du cardia et se terminant au pylore, permettant la jonction avec l’intestin grêle. Son 
épithélium de surface comporte des invaginations régulières (plis gastriques) où se trouvent les 
glandes gastriques constituées de différents types de cellules : les cellules à mucus, les cellules 
pariétales, les cellules principales et les cellules endocrines.  
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d’un repas standard (1500 kJ) a été déterminé par Worsöe et collaborateurs par suivi magnétique 
(Magnet Tracking System 1) (Worsöe et al. 2011). 
 
La quantité de chyme à l’intérieur de l’estomac est le principal facteur influençant sa 
vitesse d’évacuation. Le contenu calorique du repas est aussi un élément essentiel qui régule 
directement la vidange gastrique, les lipides étant de puissants inhibiteurs de la vidange 
gastrique. Des facteurs extra-digestifs, telles que les émotions, peuvent aussi influencer la 
motilité gastrique. Ces effets sont différents et dépendants d’un individu à l’autre et restent donc 
imprévisibles (Sherwood 2006). 
 
 
1.1.1.2.2. Sécrétions gastriques et rôle dans la digestion 
La production de suc gastrique est d’environ deux litres par jour. Les cellules
responsables de sa sécrétion font partie de la muqueuse gastrique. Les glandes gastriques 
comportent les cellules pariétales, les cellules principales, les cellules endo/paracrines et les 
cellules à mucus (FIGURE 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 3. Structure cellulaire de l’estomac (Modifié d’après Sherwood 2006) 
Quatre type de cellules composent l’estomac : (i) les cellules à mucus (superficielle et 
du collet) qui produisent en abondance la mucine qui, mélangée à l’eau, forme le mucus ; 
(ii) les cellules pariétales qui fabriquent l’acide chlorhydrique et le facteur intrinsèque ; 
(iii) les cellules principales qui sécrètent le pepsinogène et la lipase gastrique et (iv) les 
cellules G qui sécrètent la gastrine.
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Les cellules pariétales sécrètent de l’acide chlorhydrique (HCl) responsable de la chute 
du pH gastrique et de la dénaturation des protéines en cassant les ponts disulfures et les liaisons 
hydrogènes ainsi que le facteur intrinsèque nécessaire à l’absorption de la vitamine B12 au 
niveau intestinal. Les cellules principales sécrètent le pepsinogène, précurseur d’une 
endopeptidase (la pepsine) activée par l’HCl, et la lipase gastrique impliquée dans la digestion 
des lipides. Les cellules endo/paracrines (cellules G, cellules entérochromaffine-like (ECL) et 
cellules D) sécrètent la gastrine, l’histamine, la somatostatine et la ghréline afin de réguler les 
sécrétions des cellules principales et pariétales. Enfin, les cellules à mucus sécrètent du mucus 
et du bicarbonate de sodium (NaHCO3) qui protègent la muqueuse gastrique des agressions 
mécaniques, de l’auto-digestion et de l’acidité gastrique (Sherwood 2006) . 
 
 
1.1.1.3. Digestion intestinale 
Le chyme entrant dans l’intestin grêle a subi une digestion relativement peu importante, 
la quasi-totalité de la digestion et de l’absorption ont lieu dans l’intestin grêle. Celui-ci assure 
ainsi l’essentiel du processus de digestion par ses propres sécrétions et par celles des deux 
glandes annexes (le pancréas, le foie et les vésicules biliaires) qui lui sont associées. Les 
processus d’absorption sont le résultat du flux de l’eau et des produits de digestion à travers 
l’épithélium intestinal.
 
 
1.1.1.3.1. Anatomie de l’intestin grêle
Sur le plan anatomique, l’intestin grêle s’étend du pylore à la valvule iléo-cæcale et 
mesure chez l’Homme en moyenne environ 6 mètres de long pour un diamètre moyen de 3 cm. 
Il est divisé en trois parties : (i) le duodénum, (ii) le jéjunum et (iii) l’iléon (FIGURE 4A). Après 
une période de jeûne d’au moins huit heures, les pH médians de ces trois sections anatomiques 
sont respectivement de 6,4 (5,9 à 6,8), 7,1 (6,6 à 7,9) et 7,4 (6,6 à 8,1) chez l’Homme 
(Fallingborg et al., 1998). La grande capacité d’absorption de l’intestin grêle est liée à la 
structure de son épithélium (valvules, villosités, microvillosités) formant une bordure en brosse 
et permettant d’augmenter la surface d’absorption pour aboutir à une surface totale d’échanges 
d’environ 200 m2 (FIGURE 4B).
 
Le tractus gastro-intestinal humain 
7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La progression du chyme doit être suffisamment lente pour permettre une digestion et 
une absorption optimales (Khan et al., 2009). En effet, les principaux mouvements de l’intestin 
grêle au cours de la digestion d’un repas sont des contractions de segmentation induisant des 
divisions du contenu intestinal et des mouvements de va-et-vient (Ganong 2005). Un temps de 
transit médian dans l’intestin grêle de 4 heures (3h30 à 6h30) a été déterminé par suivi 
magnétique (Worsöe et al., 2011). Ce temps de transit peut varier entre 4 et 8 heures en fonction 
du contenu du chyme et des individus (Yuen 2010).  
 
FIGURE 4. Organisation générale de l’intestin grêle  
(A) L’intestin grêle est la partie de l’appareil digestif humain située entre l’estomac et le côlon. 
Il comprend un segment fixe, le duodénum, suivi de deux segments mobiles intra-péritonéaux, 
le jéjunum et l’iléon. (B) La topologie complexe de la paroi interne de l’intestin grêle lui confère 
une très grande surface d’absorption. La surface épithéliale de l’intestin grêle est principalement 
composée d’entérocytes assurant une fonction de barrière mécanique vis-à-vis du contenu 
luminal grâce aux jonctions serrées. La face apicale des entérocytes présente de très nombreuses 
évaginations, les microvillosités, formant du côté de la lumière intestinale la bordure en brosse.
(A) Organisation anatomique de l’intestin grêle 
(B) Structure d’amplification de la surface d’échange  
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1.1.1.3.2. Cellules de la muqueuse intestinale 
La paroi intestinale est composée de quatre couches principales nommées de la lumière 
intestinale vers les couches plus profondes : la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et 
la séreuse (Sherwood 2006) (FIGURE 5). La muqueuse est la couche la plus complexe. Elle est 
composée d’un épithélium et repose sur une lame basale (la lamina propria, riche en vaisseaux 
sanguins et lymphatiques) et sur une fine couche musculaire de soutien appelée sous-muqueuse.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’épithélium intestinal est une structure riche en replis et invaginations nommés 
respectivement villosités (ou villi) et cryptes de Lieberkühn (FIGURE 6). Les villosités
intestinales sont caractéristiques de l’épithélium de l’intestin grêle et permettent d’augmenter 
la surface de la muqueuse pour favoriser l’absorption intestinale. Les cryptes de Lieberkühn 
découvertes par Jonathan Nathanael Lieberkühn au 19ème siècle, jouent un rôle essentiel dans 
l’homéostasie cellulaire et sont le siège du renouvellement des cellules de l’épithélium de 
l’intestin grêle (Clevers 2013). En effet, le fond des cryptes intestinales est tapissé notamment 
de cellules souches qui permettent le renouvellement permanent de l’épithélium intestinal. 
 
 
 
 
 
FIGURE 5. Représentation schématique de la paroi et de l’épithélium 
intestinal (modifié d’après Tortora et Grabowski 1994) 
La paroi intestinale est composée de quatre couches, à savoir de la lumière 
intestinale vers les couches les plus profondes : la muqueuse, la sous-muqueuse, 
la musculeuse et la séreuse  
Le tractus gastro-intestinal humain 
9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’épithélium intestinal est monostratifié et composé de quatre principales populations 
cellulaires différenciées qui dérivent de cellules souches pluripotentes et dont les proportions 
diffèrent selon les segments concernés : (i) les entérocytes, (ii) les cellules de Paneth, (iii) les 
cellules entéroendocrines, et (iv) les cellules calciformes. Chaque type cellulaire assure une 
fonction particulière, les entérocytes sont des cellules absorptives tandis que les trois autres 
types sont des cellules sécrétrices. De plus, au niveau de l’iléon les cellules M sont retrouvées 
et appartiennent au système immunitaire.  
FIGURE 6. Représentation schématique de la structure de l’épithélium 
intestinal de l’intestin grêle (Modifié d’après Peterson et Artis 2014)
Les cellules souches prolifèrent au sein des cryptes intestinales et migrent le long des 
villosités et se différencient : (i) en cellules épithéliales intestinales (entérocytes) 
responsables de l’absorption des nutriments dans l’intestin grêle et de l’eau dans le côlon, 
(ii) en cellules entéroendocrines, qui sécrètent les des hormones, (iii) en cellules 
caliciformes (ou de globelet) qui sécrètent le mucus et (iv) en cellules de Paneth à la base 
des cryptes de l’intestin grêle responsables de la production des peptides antimicrobien. 
L’intestin grêle possède des régions spécialisées nommées follicules associés 
à l’épithélium composées des cellules M à la surface des plaques de Peyer et responsables
de l’échantillonnage de la lumière intestinale. 
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1.1.1.3.2.1. Entérocytes et absorption de nutriments 
La digestion dans la lumière de l’intestin grêle est complète pour les lipides mais 
incomplète pour les glucides et les protéines. C’est dans la bordure des cellules épithéliales 
intestinales que la digestion est achevée. Les entérocytes, représentant 80% des cellules au 
niveau des villosités, ont essentiellement un rôle dans l’absorption mais assurent également un 
rôle digestif. Au pôle apical des entérocytes, différentes enzymes hydrolytiques (entérokinases, 
disaccharidases et aminopeptidases) sont présentes : ces enzymes ont été soit directement 
synthétisées par la cellule, soit proviennent du chyme et du suc pancréatique et ont été absorbées 
à la surface de l’entérocyte. Ces diverses enzymes assurent alors les dernières étapes de 
l’hydrolyse des protides et des glucides alimentaires qui peuvent alors être absorbés par les 
entérocytes qui les déverseront ensuite dans les capillaires sanguins. L’absorption au niveau 
duodénal intéresse surtout les glucides, l’eau et les électrolytes. Le jéjunum est le principal site 
d’absorption intestinale des macro- et micronutriments. L’iléon assure, quant à lui, un 
complément à l’absorption jéjunale et l’absorption de la vitamine B12 et des sels biliaires 
(FIGURE 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
En fonction de leur nature, les produits de digestion peuvent être absorbés par trois 
mécanismes différents : (i) la diffusion simple à travers la membrane des entérocytes selon un 
gradient de concentration, (ii) la diffusion facilitée où les molécules sont transportées à travers 
la membrane des entérocytes grâce à des transporteurs, toujours selon un gradient de 
concentration et (iii) un transport actif grâce à des transporteurs membranaires utilisant 
l’énergie de la cellule ou un transport couplé à d’autres molécules. 
FIGURE 7. Localisation de l’absorption intestinale
(Modifié d'après Gropper et Smith 2012) 
La digestion et l’absorption des nutriments diffèrent selon 
leur nature. L’absorption est principalement le fait du duodénum 
et du jéjunum. 
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1.1.1.3.2.2. Cellules caliciformes et production de mucus 
Les cellules caliciformes sont localisées entre les entérocytes aussi bien au niveau des 
villosités que des cryptes et produisent de façon continue le mucus composé à 98% d’eau et à 
2% de mucines (principalement MUC2). De nombreuses études réalisées chez l’Homme et chez 
l’animal ont montré que le tractus digestif est entièrement recouvert de mucus. L’intestin grêle 
est tapissé d’une fine couche de mucus alors que l’estomac et le côlon sont recouverts de deux 
couches de mucus. La couche interne (50-200μm) commune à l’estomac, à l’intestin grêle et au 
côlon est fortement liée à l’épithélium intestinal et assure sa protection (FIGURE 8).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cette couche concentre les peptides anti-microbiens sécrétés par les cellules de Paneth 
et les Immunoglobulines A, établissant ainsi une barrière physique étanche aux micro-
organismes et aux toxines qu’ils produisent et permettant leur maintien à distance de 
l’épithélium. Elle est continuellement renouvelée grâce à la sécrétion de mucines par les cellules 
caliciformes. Une modification protéolytique des mucines de la couche interne, dont le 
processus n’est pas encore clairement défini, remanie leur structure tridimensionnelle 
FIGURE 8. Épaisseur de couches de mucus tapissant l’épithélium en 
fonction de la localisation intestinale (Modifié d’après Atuma et al., 2001) 
La couche interne de mucus est représentée en gris foncé et la couche externe 
est représentée en gris clair. Les épaisseurs de mucus correspondant aux différents 
segments du tube digestif sont exprimées en micromètres. 
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permettant ainsi la formation de la couche externe. Cette dernière, beaucoup plus épaisse, 
possède une bordure extérieure moins nettement définie et a pour fonction principale de 
lubrifier la lumière intestinale et d’héberger un nombre important de bactéries du microbiote 
(Johansson et Hansson 2011).  
 
1.1.1.3.2.3. Cellules de Paneth et sécrétions de peptides anti-
microbiens 
Les cellules de Paneth sont situées exclusivement au fond des cryptes intestinales 
(FIGURE 9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les cellules de Paneth sont spécialisées dans la sécrétion de peptides antimicrobiens 
mais tous les types cellulaires de l’épithélium digestif, incluant les entérocytes et les cellules 
caliciformes participent à ce processus. Ces molécules antimicrobiennes participent à la 
FIGURE 9. Microenvironnement d’une crypte intestinale 
(D’après Lotz et al., 2007) 
Les cryptes intestinales sont caractérisées par un environnement stérile. 
En effet, les cellules de Paneth vont sécréter des peptides antimicrobiens 
afin de protéger les cellules souches nécessaires au renouvellement 
de l’épithélium intestinal. 
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protection contre les bactéries du microbiote et les agents pathogènes. Elles regroupent les 
défensines, la « secretory phospholipase A2 » (sPLA2), RegIIIγ, l’Angiogénine, les 
cathélicidines et les lectines de type C qui sont concentrées dans la couche interne de mucus, 
formant ainsi une barrière protectrice bactéricide par une action lytique directe sur la paroi 
bactérienne (Antoni et al., 2014 ; Bulet et al., 2004). Les lectines de type C sont des molécules 
de signalisation et d’adhérence du système immunitaire, qui se lient aux micro-organismes pour 
promouvoir l’activation des fonctions immunitaires telle que la phagocytose. Les défensines 
possèdent une activité antibiotique à large spectre contre les bactéries, les champignons et les 
virus (Selsted et Ouellette 2005).  
 
 
1.1.1.3.2.4. Cellules du système lymphoïde associé à l’intestin 
Le système immunitaire intestinal joue un rôle majeur dans la tolérance vis-à-vis du
microbiote commensal intestinal (Abreu 2010). Les macrophages de la lamina propria assurent 
la phagocytose et l’élimination de bactéries commensales franchissant l’épithélium dans le cas 
d’une altération de son intégrité. Contrairement à certaines bactéries pathogènes qui ont acquis 
des moyens d’évasion ou de résistance aux cellules phagocytaires, les bactéries commensales 
y sont très sensibles.  
 
Les cellules dendritiques, présentatrices d’antigènes, sont capables d’induire des 
réponses immunitaires adaptatives en présentant des antigènes aux lymphocytes T. Même si 
ces réponses peuvent être observées tout au long de l’épithélium intestinal, les plaques de Peyer 
sont les organes spécialisés dans ce mécanisme.  
 
Les plaques de Peyer (FIGURE 10) sont localisées dans la muqueuse et une partie de la 
sous-muqueuse intestinales. Ce sont des organes lymphoïdes secondaires associés au tube 
digestif (« Gut Associated Lymphoid Tissue » ou GALT), sous-système du MALT (« Mucosa 
Associated Lymphoid Tissue » ou tissu lymphoïde associé aux muqueuses). Une plaque de 
Peyer est formée de deux composants principaux un dôme qui sépare la plaque de Peyer de 
l’épithélium superficiel sus-jacent et contient les lymphocytes B et un centre germinatif qui 
contient des lymphocytes B produisant des IgA, des lymphocytes T et des macrophages 
(Kierszenbaum 2006 ; Junt et al., 2008; Kiyono et Fukuyama 2004). 
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Les plaques de Peyer sont bordées par un épithélium associé au follicule (FAE) constitué 
principalement de cellules M et de cellules dendritiques. Les cellules M, intercalées entre les
entérocytes, représentent 5 à 10 % des cellules épithéliales du dôme. Leur domaine apical 
possède de courts micro-replis (d’où le nom de cellule M). Leur différenciation se fait à partir 
des entérocytes sous l’influence des lymphocytes, en particulier des lymphocytes B des 
follicules sous-jacents (Kernéis et al., 1997). Ces cellules sont impliquées dans 
l’échantillonnage d’antigènes et de microorganismes (bactéries, virus) dans la lumière 
intestinale pour la présentation au système immunitaire sous-jacent (Neutra et al., 1996). Les 
cellules dendritiques associées aux plaques de Peyer sont également capables de réaliser un 
échantillonnage antigénique suite à l’émission de protrusions passant à travers les cellules M 
(Lelouard et al., 2012).  
 
De par leur activité de transcytose, les cellules M représentent une porte d’entrée pour 
plusieurs pathogènes invasifs. En particulier, ce rôle a été décrit pour Salmonella enterica 
FIGURE 10. Représentation schématique d’une plaque de Peyer 
(Modifié d’après Junt et al., 2008) 
L’échantillonnage antigénique réalisé par les cellules M (microfold ou membranous)
permet, via les cellules présentatrices d’antigènes (par exemple les cellules dendritiques, 
les macrophages) la mise en place d’une réponse immunitaire adaptative mettant en jeu 
les lymphocytes T et B. 
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serovar Typhimurium (Jones et al., 1994 ; Martinez-Argudo et Jepson 2008) et les E. coli 
adhérents et Invasifs (AIEC) (Chassaing et al., 2011 ; Roberts et al., 2010) capables de cibler 
les cellules M via l’expression de long polar fimbriae (Bäumler, Tsolis, et Heffron 1996; 
Chassaing, Rolhion, Vallée, et al. 2011; Keita et Söderholm 2012). De plus, Yersinia utilise ses 
invasines (Inv) pour se lier aux intégrines β1 exprimées au niveau du pôle apical des cellules 
M (Marra et Isberg 1997) et modifie l’intégrité de la barrière intestinale (Jung et al., 2012; 
Meinzer et al., 2012). Shigella utilise également les cellules M pour envahir l’organisme hôte 
mais les mécanismes impliqués restent inconnus à ce jour (Sansonetti, 2004 ; Corr et al., 2008).  
 
De plus, il a récemment été démontré que la glycoprotéine GP2, spécifiquement 
exprimée à la surface des cellules M, permet l’adhésion d’entérobactéries commensales et 
pathogènes telles que Salmonella enterica serovar Typhimurium et E. coli (Hase et al., 2009). 
Cette étude a montré que c’est l’adhésine FimH, composant des pili de type 1, qui permet cette
interaction avec les cellules M et la mise en place d’une réponse immunitaire spécifique au sein 
des plaques de Peyer.  
 
 
1.1.1.3.3. Sécrétions des glandes annexes et rôles dans la digestion 
La digestion chimique dans l’intestin grêle est sous la dépendance du fonctionnement 
des organes digestifs annexes (pancréas, foie et vésicule biliaire) à l’origine des sécrétions 
pancréatiques et biliaires (FIGURE 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 11. Organisation générale des organes digestifs annexes 
Les organes annexes du tube digestif assurent la synthèse de diverses sécrétions 
indispensables à la digestion au niveau de l’intestin grêle. Le pancréas sécrète le suc 
pancréatique, déversé dans le duodénum via le canal de Wirsung. Le foie synthétise 
la bile, stockée dans la vésicule biliaire et déversée dans le duodénum via le canal 
cholédoque. L’ampoule de Vater est une cavité formée par la réunion du canal cholédoque 
et du canal de Wirsung. Elle est enveloppée d’un anneau musculaire, le sphincter d’Oddi, 
qui contrôle le passage des sécrétions biliaires et pancréatiques arrivant au duodénum. 
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1.1.1.3.3.1. Suc pancréatique 
Le volume quotidien de suc pancréatique sécrété par le pancréas et entrant dans l’intestin 
grêle est d’environ 1500 mL par jour (Sherwood 2006). Ce dernier est constitué : d’enzymes 
pancréatiques digestives sécrétées par les cellules acineuses et d’une solution aqueuse alcaline 
riche en NaHCO3 sécrétée par les cellules de la paroi des canaux pancréatiques permettant de 
neutraliser le chyme acide entrant dans l’intestin grêle (Silverthorn et al., 2007). 
 
Les principales enzymes pancréatiques (le trypsinogène, le chymotrypsinogène et la 
procarboxypeptidase) sont des protéases sécrétées sous forme inactive par les cellules 
acineuses. L’activation de ces enzymes a lieu dans l’intestin et débute par la conversion du 
trypsinogène en trypsine active dans la lumière duodénale par l’action d’une enzyme sécrétée 
par les cellules épithéliales de la muqueuse duodénale : l’entéropeptidase (ou entérokinase). Le 
chymotrypsinogène et la procarboxypeptidase sont convertis par la trypsine dans la lumière
duodénale en chymotrypsine et carboxypeptidase actives. Chacune des protéases pancréatiques 
rompt différentes liaisons peptidiques : (i) la trypsine et la chymotrypsine sont des 
endopeptidases et (ii) les carboxypeptidases sont des exopeptidases (Khan et al., 2009).  
 
La lipase pancréatique est la seule enzyme intestinale capable de digérer les lipides. Elle 
est sécrétée sous forme active et hydrolyse les triglycérides des aliments en leur forme 
absorbable, les monoglycérides et les acides gras libres.  
 
L’amylase pancréatique est sécrétée sous forme active et complète l’activité de 
l’amylase salivaire. Cependant, elle a une activité plus forte et transforme l’amidon en dextrine 
puis en maltose en coupant les liaisons α(1-4) glucosidiques.  
 
 
1.1.1.3.3.2. Sécrétions biliaires 
La bile, sécrétée par le foie et stockée dans la vésicule biliaire, est déversée dans la 
lumière duodénale à raison d’environ 500 mL par jour (Sherwood 2006). Les sécrétions biliaires 
sont composées d’eau, de sels minéraux, de cholestérol, de lécithine, de pigments biliaires 
(bilirubine et biliverdine) et de sels biliaires (molécules amphiphiles dérivées du cholestérol). 
Au cours de la digestion, les sels biliaires jouent un rôle important dans la digestion des lipides 
par la formation de micelles favorisant l’activité de la lipase pancréatique. Les acides biliaires
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suivent un cycle entéro-hépatique. En effet, après avoir contribué à la digestion et à l’absorption 
des lipides, 95% sont réabsorbés vers le sang grâce à un système de transport actif situé dans la 
partie terminale de l’iléon et retournent au foie par la veine porte où ils seront à nouveau sécrétés 
dans la bile. Les concentrations en sels biliaires dans le duodénum sont initialement de 10 à 15 
mmol/L pour diminuer progressivement pendant les deux premières heures après le repas 
jusqu’à approximativement 5 mmol/L. Dans le jéjunum et l’iléon, des concentrations 
respectives de 10 mmol/L et de 2 à 4 mmol/L sont relevées après un repas (Northfield et McColl 
1973).  
 
 
1.1.1.4. Digestion colique 
1.1.1.4.1. Anatomie et physiologie du côlon 
Le côlon constitue la partie terminale du tube digestif. Il s’étend de la jonction iléo-
cæcale à l’anus sur environ 100 cm et compte sept régions : (i) le cæcum doté d’un 
prolongement, l’appendice, (ii) le côlon ascendant, (iii) le côlon transverse, (iv) le côlon 
descendant, (v) le côlon sigmoïde, (vi) le rectum et (vii) l’anus (FIGURE 12) (Ganong 2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 12. Organisation générale du côlon humain 
Le côlon humain est divisé en trois parties anatomiques : le côlon
ascendant, le côlon transverse et le côlon descendant. Le côlon 
sigmoïde et le rectum lui font suite. Les différentes parties du 
côlon sont le siège d’activités fermentaires différentes. 
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FIGURE 13. Représentation schématique de la 
structure de l’épithélium intestinal du côlon 
(Modifié d’après Peterson et Artis 2014) 
L’épithélium colique est formé d’entérocytes et de cellules 
caliciformes. Ces dernières, abondantes, augmentent en 
nombre vers le rectum. Le mucus devient plus abondant 
protégeant la muqueuse des résidus digestifs de plus en plus 
déshydratés. 
D’un point de vue embryonnaire et morphologique, le côlon peut être décrit en deux parties 
(Larsen 2003) :  
- le côlon proximal – dérivé de l’intestin primitif moyen – (cæcum, côlon ascendant et 
moitié droite du côlon transverse), vascularisé par l’artère mésentérique supérieure, dont 
le rôle est essentiellement l’absorption de l’eau et des électrolytes. 
- le côlon distal – dérivé de l’intestin primitif postérieur – (moitié gauche du côlon 
transverse, côlon descendant, sigmoïde et rectum), vascularisé par l’artère mésentérique 
inférieure possédant une fonction de stockage et d’évacuation des déchets de 
l’alimentation. 
 
 
L’épithélium colique est composé majoritairement de cellules caliciformes et 
d’entérocytes et se distingue de celui de l’intestin grêle par l’absence de plis et de villosités.
Les cellules absorbantes (ou colonocytes) sont relativement peu nombreuses et présentent des 
microvillosités nettement plus courtes et moins nombreuses que dans l’intestin grêle       
(FIGURE 13). Les cellules à mucus sont plus nombreuses et sécrètent un gel muqueux favorisant 
le glissement des particules alimentaires non digérées et des fèces (van der Flier et Clevers 
2009). 
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Le mélange du chyme se poursuit dans le côlon grâce aux contractions de segmentation 
permettant d’engendrer un mouvement en masse des selles. Le temps de transit est fonction du 
segment colique considéré et de l’alimentation, de 3 à 5 heures dans le côlon ascendant, de 0,2 
à 4 heures dans le côlon transverse et de 5 à 72 heures dans le côlon descendant et sigmoïde 
(Wilson 2010).  
 
En raison de ses mouvements lents, un écosystème bactérien peut se mettre en place 
dans le côlon (l’établissement, la composition et les fonctions métaboliques de ce microbiote 
seront détaillés en 1.1.2). L’activité bactérienne du microbiote évolue le long du côlon et 
influence deux paramètres physicochimiques, le pH et le potentiel d’oxydo-réduction. Les pH 
médians et les potentiels d’oxydo-réduction (redox) moyens du contenu colique sont 
respectivement de 5,9 (5,3 à 6,7) et -415 mV ± -72 dans le côlon proximal et de 6,1 (5,2 à 7,0) 
et -380 mV ± -110 dans le côlon distal (Stirrup et al., 1990 ; Press et al., 1998).
 
 
1.1.1.4.2. Rôle du côlon dans la digestion 
Les rôles physiologiques spécifiques du côlon sont la réabsorption hydro-électrolytique, 
la dégradation des composés non-digestibles et le stockage des selles avant défécation. Le côlon 
joue un rôle essentiel dans le contrôle du volume et de la composition ionique des selles. En 
situation physiologique, le côlon absorbe les ions sodium et chlorure et sécrète les ions 
potassium et bicarbonate (Khan et al., 2009). De plus, le côlon humain héberge une 
communauté microbienne dense exerçant de nombreuses fonctions physiologiques détaillées 
dans le paragraphe suivant. Parmi ces fonctions, la fermentation des substrats exogènes 
(glucides non digérés ou non absorbés par l’intestin grêle) et endogènes (protéines issues de la 
desquamation cellulaire, enzymes digestives, mucus) qui conduit à la production d’une grande 
diversité de métabolites. Ces derniers sont principalement absorbés et utilisés par l’hôte. Ainsi, 
les interactions entre l’alimentation, le microbiote intestinal et l’hôte sont fondamentales pour 
le maintien de l’homéostasie de l’écosystème colique (Bernalier-Donadille 2010). 
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FIGURE 14. Analyse métagénomique de séquences d’ADN 
extraites de l’ADN fécal de nourrissons en fonction du temps
(D’après Koenig et al. 2011) 
La colonisation du tube digestif suit une cinétique d’implantation montrant 
une augmentation progressive de la diversité microbienne au fil du temps 
associée à une diminution progressive du nombre des Firmicutes et une 
augmentation du nombre des Actinobacteria et des Bacteroidetes.  
ADN : acide désoxyribonucléique 
1.1.2. Écosystème microbien digestif 
Le tube digestif héberge 1014 microorganismes vivant en symbiose avec l’hôte, ce qui 
représente un nombre environ 100 fois plus important que le nombre de cellules du corps 
humain. On parle d’«organe microbien» faisant partie intégrante de l’hôte (O’Hara et Shanahan 
2006). Ce microbiote intestinal est essentiellement composé de centaines d’espèces
bactériennes mais on retrouve également des cellules eucaryotes, des virus et des archées 
(Eckburg et al., 2005 ; Walker et al., 2014). Le terme de microbiote est fréquemment utilisé 
pour définir la seule composante bactérienne de la flore. 
 
 
1.1.2.1. Établissement du microbiote intestinal 
In utero, le tube digestif est stérile. Dès la naissance, des micro-organismes colonisent 
le tube digestif du nouveau-né sur toute sa longueur avec un gradient croissant dans le sens oro-
anal. Ces microorganismes sont issus principalement de la flore vaginale, intestinale et cutanée 
de la mère par un transfert vertical (Adlerberth et Wold 2009 ; Cho et Blaser 2012 ; Schmidt et 
al., 2011). La colonisation du tube digestif suit une cinétique d’implantation montrant une 
augmentation progressive de la diversité au fil du temps et s’équilibre à l’âge de 2 ans     
(FIGURE 14).  
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Au cours de la vie, la composition du microbiote peut cependant être affectée par 
l’alimentation, l’activité du système immunitaire de l’hôte et par des changements 
physiologiques en particulier chez les personnes âgées (O’Toole et Claesson 2010).  
 
 
1.1.2.2. Caractérisation du microbiote intestinal 
La caractérisation du microbiote intestinal basée sur les techniques culturales ne permet 
de prendre en compte que 30% de la diversité des micro-organismes, la plupart des espèces 
bactériennes n’étant ni cultivable, ni identifiable avec les méthodes fondées sur les 
caractéristiques morphologiques et biochimiques. L’essor des techniques moléculaires, basées 
principalement sur le séquençage des gènes codant l’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S), a 
permis une meilleure caractérisation des communautés microbiennes (Fraher et al., 2012). Les 
microbiotes de l’œsophage humain, de l’estomac et de l’intestin grêle sont relativement peu
étudiés. En effet, les études concernent principalement la caractérisation des communautés 
microbiennes de la cavité buccale et du côlon. De plus, la majorité des études publiées sur la 
diversité du microbiote intestinal est basée sur des résultats obtenus à partir d'échantillons de 
selles pour sa facilité d’échantillonnage, même si la flore fécale est significativement différente 
de la flore colique (Eckburg et al., 2005). 
 
 
1.1.2.3. Diversité et abondance microbienne dans le tractus digestif humain 
La composition mais aussi les fonctions des communautés microbiennes varient le long 
du tractus gastro-intestinal (de la cavité buccale au rectum), mais aussi transversalement entre 
leurs parties luminale et mucosale (FIGURE 15). Des facteurs environnementaux fluctuants 
auxquels sont exposés les microorganismes, tels que le pH, la concentration en oxygène, en sels 
biliaires ou la composition du mucus, peuvent expliquer ces variations (Simrén et al., 2013). 
Ainsi en fonction de l’organe digestif considéré, une flore différente est retrouvée, 
correspondant à des niches écologiques spécifiques (Collignon et Butel 2004).  
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FIGURE 15. Diversité et abondance bactérienne dans les différents segments du tube 
digestif humain  
Évolution longitudinale dans le tractus digestif du microbiote en fonction (A) de l’évolution du pH 
(Modifié d’après Walter et Ley 2011) et (B) des différents segments du système digestif humain (Modifié 
d’après Dave et al., 2012). (C) Évolution radiale du microbiote intestinal en fonction des facteurs 
environnementaux (D'après Koropatkin et al., 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
(A) Évolution du pH et de la biomasse bactérienne 
le long du tractus digestif 
(B) Diversité et abondance bactérienne dans les 
différents segments du tube digestif humain
(C) Évolution des niches luminale et mucosale dans l’iléon et le côlon 
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1.1.2.3.1. Diversité et distribution longitudinale du microbiote gastro-
intestinal  
La cavité buccale et l’œsophage distal, dont la biomasse bactérienne est estimée à     
108-9 unités formant colonies par millilitre (UFC/mL), sont colonisés à 99% par des membres 
des phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria et Fusobacteria (Ahn et al., 
2011 ; Pei et al., 2004).  
 
Le nombre et la diversité des microorganismes augmentent de l’estomac au côlon. La 
biomasse au niveau de l’estomac est généralement faible, estimée à environ 102-3 UFC/mL en 
raison d’un pH acide (2-5) et d’un temps de transit court. Il était classiquement admis que 
l’estomac pouvait accueillir transitoirement quelques espèces bactériennes mais ne possédait 
pas de microbiote complexe. Or, cette idée a été bouleversée avec la découverte d’Helicobacter 
pylori (Marshall et Warren 1984) et plus récemment par l’identification d’une communauté de
128 phylotypes (Bik et al., 2006). La majorité des séquences ont été assignées aux phyla 
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria et Fusobacteria (Nardone et 
Compare 2015) (FIGURE 15A et B).  
 
Le passage rapide des matières digestives dans l’intestin grêle ne permet pas une 
croissance bactérienne importante, mais le nombre de microorganismes augmente le long de 
l’intestin grêle de 103-4 dans le duodénum à 108 UFC/mL dans l’iléon parallèlement à une 
diminution de la concentration en sels biliaires et en oxygène. La flore du duodénum et du 
jéjunum est composée d’espèces aérobie-anaérobies facultatives (Streptococcus, Lactobacillus, 
Enterobacteriaceae) appartenant à la flore transitoire (Collignon et Butel 2004) (FIGURE 15A 
et B).  
 
La vitesse de déplacement du contenu intestinal se ralentissant dans le côlon, la 
neutralité du pH et la faible concentration en sels biliaires, sont autant de paramètres facilitant 
le développement de communautés bactériennes complexes (G. T. Macfarlane et Macfarlane 
2009). Ainsi, le microbiote intestinal est principalement abondant au niveau colique où la 
diversité et la densité de la population microbienne sont maximales : 1011 UFC/mL comprenant 
plus de 1000 espèces (FIGURE 15A et B). Chez l’adulte, la composition du microbiote colique 
varie entre individus mais la proportion des différents phyla reste relativement conservée. Trois 
phyla (sur 100 phyla connus) rassemblent la plupart des populations dominantes du côlon : les
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Firmicutes, les Bacteroidetes et les Actinobacteria (Cho and Blaser, 2012 ; Eckburg et al., 
2005). Les phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria et Verrucomicrobia sont 
relativement peu représentés dans le microbiote colique (FIGURE 16). La faible abondance de 
séquences de Proteobacteria (y compris Escherichia coli) n’est pas surprenante, étant donné 
que les espèces anaérobies facultatives représentent environ 0,1% des bactéries dans 
l’environnement anaérobie stricte du côlon. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1.2.3.2. Distribution transversale du microbiote intestinal : de la 
muqueuse à la lumière intestinale 
L’épithélium intestinal est recouvert par une couche de mucus. Plusieurs facteurs 
intrinsèques tels que la présence de molécules de défense de l'hôte et un gradient d’oxygène, 
caractérisent le micro-environnement de la muqueuse qui est à différencier de la lumière 
FIGURE 16. Abondance bactérienne au niveau du genre et du phylum du 
microbiote humain colique (Modifié d’après Arumugam et al. 2011) 
L’abondance des 30 genres les plus abondants du microbiote est représentée. Chaque 
box-plot est coloré par phylum. Le microbiote de chaque individu est composé de plus 
de 1000 espèces bactériennes, et bien qu’il y ait des différences interindividuelles 
significatives, certaines espèces sont constamment présentes chez plus de 90% des 
individus. 
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intestinale (FIGURE 15C). Certaines espèces microbiennes vivent à l’intérieur de la couche de 
mucus sécrétées par les cellules épithéliales. 
 
Le microbiote luminal de l’iléon est constitué majoritairement d’espèces anaérobies 
strictes, appartenant au phylum Bacteroidetes, et d’espèces anaérobies facultatives (Hayashi et 
al., 2005). Les populations bactériennes associées à la muqueuse de l’iléon terminal 
comprennent des membres du phylum Bacteroidetes et de Clostridium cluster XIVa (Wang et 
al., 2003).  
 
La couche externe de mucus du côlon est colonisée par 105 à 106 UFC/mL de mucus 
(Johansson et Hansson 2011). Un gradient transversal croissant de la densité et la diversité 
microbienne est observé de la muqueuse à la lumière du côlon. Les populations microbiennes 
associées à la muqueuse colique sont principalement caractérisées par des bactéries Firmicutes
et plus particulièrement Lachnospiraceae et Ruminococcaceae. Des études moléculaires 
montrent que pour un individu donné, les profils bactériens de biopsies obtenus à différents 
niveaux coliques sont similaires entre eux, mais sont en revanche différents de ceux d’origine 
fécale (Lepage et al. 2005 ; Zoetendal et al. 2002). Plusieurs études ont montré une constance 
dans les espèces microbiennes associées à la muqueuse colique, et ce, quelle que soit la 
localisation longitudinale (Eckburg et al., 2005 ; Z. Zhang et al., 2014). Ainsi, la paroi 
intestinale et la couche de mucus permettraient le maintien de conditions plus stables. 
 
 
1.1.2.3.3. Diversités inter-individuelles 
Différentes communautés microbiennes sont à discerner dans le tractus gastro-
intestinal : les membres autochtones, communs à la majorité des hôtes et les membres 
allochtones provenant de sources extérieures, présents uniquement chez certains hôtes, et 
pouvant être abondants (Walter et Ley 2011).  
 
Le microbiote de chaque individu serait aussi caractérisé par une signature microbienne 
appelée «entérotype» (Arumugam et al., 2011). Ainsi il existerait trois entérotypes différents 
dans le microbiote fécal humain correspondant à une dominance de Bacteroides, Prevotella ou 
Ruminococcus avec pour chacun des entérotypes une co-abondance de genres bactériens 
différents. L’existence de l’entérotype Ruminococcus est cependant controversée (Wu et al.,
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FIGURE 17. Principales fonctions du microbiote intestinal humain
(Modifié d'après O’Hara et Shanahan, 2006) 
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2011). De plus, les entérotypes Bacteroides et Prevotella seraient étroitement corrélés à la 
nature du régime alimentaire. 
 
Malgré la grande variabilité d’espèces microbiennes selon les individus, la 
représentation phénotypique de l’ensemble des gènes incorporés dans le génome bactérien varie 
peu d’un individu à l’autre du fait d’une redondance fonctionnelle de ces différents gènes 
(Callister et al., 2008). Un set de gènes commun à tous les individus a été identifié et appelé 
microbiome central (Turnbaugh and Gordon, 2009). Cet ensemble de gènes code des fonctions 
métaboliques, dont le rôle serait essentiel dans le maintien de la relation entre l’hôte et le 
microbiote. En parallèle de ce microbiome central, chaque individu possède également un 
microbiome fonctionnel variable, avec un set de gènes fonctionnels particulier et différent selon 
les individus (Yatsunenko et al., 2012). Cependant le rôle exact du microbiome central et du 
microbiome variable dans la physiologie humaine reste encore mal connu.
 
 
1.1.2.4. Fonctions du microbiote intestinal 
Le microbiote exerce de nombreuses fonctions essentielles pour le maintien de la santé 
de l’hôte au niveau intestinal mais aussi sur la physiologie générale de l’hôte. Le microbiote 
intestinal intervient dans l’homéostasie intestinale au niveau de nombreux processus 
physiologiques comme l’amélioration de l’efficacité de la captation énergétique des aliments 
ingérés, la synthèse de vitamines B et K, la prolifération cellulaire intestinale, le maintien du 
pH, le développement du système immunitaire et la protection contre les pathogènes, et exerce 
un effet trophique sur l’épithélium intestinal (FIGURE 17) (Montalto et al. 2009; O’Hara et 
Shanahan 2006). 
 
 
1.1.2.4.1. Fonctions métaboliques 
1.1.2.4.1.1. Dégradation des sucres en AGCC 
Les bactéries des genres Bacteroides, Bifidobacterium, Ruminococcus et Roseburia 
ainsi que certaines espèces de Clostridium, Eubacterium et Enterococcus sont dotées d’une 
activité hydrolytique permettant de dégrader les polysaccharides. Les principaux produits du 
métabolisme des glucides sont des acides gras à chaîne courte (AGCC) (FIGURE 18). 
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Les AGCC majoritairement produits à partir des fermentations bactériennes sont 
l’acétate, le propionate et le butyrate. Le métabolisme des glucides conduit également à la 
production de métabolites intermédiaires, comme le succinate, le lactate, l’éthanol, le formate 
et des gaz tels que l’hydrogène et le dioxyde de carbone. La majorité des genres qui prédominent 
dans le côlon (Bacteroides, Clostridium, Bifidobacterium, Ruminococcus, Eubacterium)
produisent de l’acétate dont une partie peut être utilisée au cours de la formation du butyrate. 
FIGURE 18. Chaîne trophique de dégradation des fibres alimentaires 
La dégradation des fibres alimentaires fait intervenir un grand nombre 
de microorganismes organisés en chaîne trophique. Plusieurs espèces de bactéries 
(ou d’archées) sont capables d’assurer la fonction de dégradation des fibres 
(fibrolytiques), de fermentation des oses (bactéries glycolytiques), d’utilisation 
du succinate, lactate ou formate ou d’utilisation de l’hydrogène gazeux (H2) 
(hydrogénotrophes). Toutes ces communautés génèrent des produits finaux 
de fermentation : les acides gras à chaîne courte ou AGCC (acétate, propionate, 
butyrate), ainsi que des gaz (H2, CO2, CH4). 
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Le propionate est principalement synthétisé par Bacteroides, Propionibacterium et Veillonella. 
(Bernalier-Donadille 2010). 
 
 
1.1.2.4.1.2. Activité protéolytique 
Les protéines et les peptides sont les principales sources d’azote dans le côlon      
(FIGURE 19). Un grand nombre de genres bactériens du côlon humain est doté d’une activité 
protéolytique (Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium, Fusobacterium, Streptococcus et 
Lactobacillus). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 19. Métabolisme des protéines par le microbiote (Modifié 
d’après Bernalier-Donadille, 2010) 
La dégradation des protéines dans le côlon génère de nombreux métabolites 
potentiellement toxiques pour l’hôte (phénols, indole, amoniac). L’hydrolyse des 
protéines par des enzymes protéolytiques aboutit à la libération de peptides 
assimilés par différentes espèces bactériennes ou hydrolysés en acides aminés. La 
désamination des acides aminés est utilisée par les espèces bactériennes coliques 
conduisant essentiellement à la formation d’acides gras à chaîne courte et
d’ammoniac, principal source d’énergie pour la synthèse protéique bactérienne.   
LA DIGESTION HUMAINE ET SA MODÉLISATION 
30 
La désamination des acides aminés est réalisée par les espèces bactériennes coliques 
conduisant principalement à la formation d’AGCC majoritaires et d’ammoniac. Ce dernier est 
absorbé par la muqueuse colique et transporté par la veine porte jusqu’au foie, où il est converti 
en urée, qui est excrétée dans l’urine. L’ammoniac est également une source d’azote pour un 
grand nombre d’espèces bactériennes dans le côlon. Au sein des cellules bactériennes, des 
amino-transférases permettent aussi, grâce au transfert de l’ammoniac sur les squelettes 
carbonés, la synthèse d’acides aminés. Au cours du métabolisme des acides aminés, une large 
gamme de composés est formée, essentiellement des amines mais aussi des phénols, des acides 
dicarboxyliques et des acides gras ramifiés (isobutyrate, isovalérate) (Bernalier-Donadille 
2010). 
 
 
1.1.2.4.1.3. Devenir des AGCC produits 
Jusqu’à 99% des AGCC sont absorbés au niveau de l’épithélium colique et servent de 
substrats énergétiques à la muqueuse colique (butyrate) et au foie (acétate, propionate) après 
passage par la veine porte. Ainsi, les concentrations en AGCC totales décroissent entre les 
différentes parties anatomiques du côlon. Cummings et collaborateurs ont montré des 
concentrations allant de 127 mmol/L dans le côlon ascendant (acétate 57%, propionate 22%, 
butyrate 21%) à 90 mmol/L dans le côlon descendant (acétate 57%, propionate 21%, butyrate 
22%) (Cummings et al., 1987). L’hydrogène (H2) formé lors des processus fermentaires est 
majoritairement métabolisé par les espèces hydrogénotrophes, le reste étant éliminé par voie 
anale et par voie pulmonaire après passage dans le sang (Bernalier-Donadille 2010; Gérard et 
Bernalier-Donadille 2007).  
 
 
1.1.2.4.2. Fonction trophique sur la muqueuse intestinale 
Le microbiote a aussi une fonction trophique essentielle sur la muqueuse intestinale. Il 
contribue au développement de la muqueuse en facilitant la prolifération et la différenciation 
des cellules épithéliales et l’angiogenèse (Li et al., 2012 ; Stappenbeck et al., 2002). Par 
exemple, en absence de microbiote, la vitesse de renouvellement des cellules est réduite de 20% 
chez le rat et l’épaisseur de la muqueuse est plus faible (Alam et al., 1994).  
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1.1.2.4.3. Rôle dans la protection de l’hôte
Un des effets majeurs de la présence d’un microbiote dans le tube digestif humain est la 
protection de l’hôte contre les infections en empêchant la colonisation du tube digestif par les 
bactéries pathogènes (Moal et Servin, 2006). Cet effet barrière s’exerce à plusieurs niveaux, et 
tout d’abord par une compétition pour les nutriments. Le microbiote résident limite aussi la 
colonisation par les bactéries pathogènes en occupant la quasi-totalité des sites de colonisation 
situés sur l’épithélium intestinal. Un autre facteur important pour la mise en place de l’effet 
barrière est la production de molécules antimicrobiennes (Cerf-Bensussan et Gaboriau-
Routhiau, 2010). Les bactéries du microbiote sont aussi capables d’induire la production de 
molécules antimicrobiennes par les cellules épithéliales, en particulier par les cellules de Paneth 
situés au fond des cryptes des villosités de l’intestin grêle (Moal et Servin, 2006).  
 
Le microbiote intervient aussi dans la maturation du système immunitaire digestif. En 
effet, le microbiote intestinal est nécessaire à la maturation du tissu lymphoïde intestinal et au 
bon développement du répertoire des lymphocytes B. Les lymphocytes se développent au 
contact d’antigènes intestinaux auxquels ils sont confrontés, notamment au niveau des plaques 
de Peyer (Mowat 2003). Le dialogue entre la muqueuse intestinale et le microbiote qui permet 
de maintenir un état homéostatique est assuré notamment par les récepteurs de l’immunité innée 
PRR (« Pattern Recognition Receptor »), les TLR (« Toll-like Receptor ») et les NLR (« NOD-
Like Receptor »). Le pouvoir discriminant des TLRs et des NLRs face aux éléments du « soi » 
et du « non soi » microbien est basé sur la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux 
pathogènes, les PAMPs (« Pathogens Associated Molecular Pattern ») (Leber et al., 2008). La 
fixation des PAMPs sur les TLRs et NLRs induit via une cascade de phosphorylations la 
transcription de gènes cibles comme ceux codant des cytokines pro inflammatoires (IL-6, IL-8 
et TNF-α…), des peptides antimicrobiens, ou encore le gène codant la protéine pro-
inflammatoire COX-2. Les bactéries commensales peuvent donc moduler la réponse 
inflammatoire afin de maintenir l’intégrité de l’épithélium intestinal en conditions non 
physiopathologiques.  
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1.2. Systèmes de digestion artificielle 
1.2.1. Modélisation de la digestion humaine 
Pour des raisons réglementaires, budgétaires, techniques, scientifiques, de délai et/ou 
d’éthique, les méthodes de digestion in vitro s’avèrent être des compléments de plus en plus 
utiles à l’expérimentation animale et humaine, à condition que la pertinence de ces méthodes 
soit du niveau de celle des expériences in vivo. De très nombreux systèmes digestifs artificiels 
modélisant les conditions physicochimiques et/ou microbiologiques rencontrées dans 
l’environnement digestif humain ont été développés par différentes équipes. Ces systèmes 
peuvent être classés selon leur degré de complexité, mais aussi selon le fait qu’ils soient mono- 
ou multi-compartimentés, statiques ou dynamiques. Les potentialités de ces outils sont 
nombreuses et intéressent aussi bien le domaine de l’agroalimentaire, de la pharmacologie que 
des biotechnologies. Ainsi, ils peuvent être utilisés dans le cadre d’études nutritionnelles, 
toxicologiques, pharmaceutiques ou encore microbiologiques. Dans cette section, seront 
présentés les principaux modèles in vitro simulant la digestion humaine au niveau gastrique, 
intestinal et colique. La mastication est une étape essentielle dans la digestion et, à ce titre, 
différents masticateurs artificiels ont été développés (Woda et al., 2010). Néanmoins, ces 
systèmes ne seront pas détaillés dans ce manuscrit, ce travail de thèse n’ayant pas porté sur la 
mastication. Ainsi, seuls les systèmes in vitro permettant l’étude des réactions ayant lieu dans 
l’environnement digestif du tractus gastro-intestinal seront traités. 
 
 
1.2.1.1. Estomacs artificiels 
L’utilisation de modèles gastriques permet de déterminer les changements physiques 
et/ou chimiques subis par les aliments dans l’estomac et de suivre la libération de composés 
d’intérêt. Ils permettent notamment d’étudier l’influence sur ces processus de facteurs 
physiologiques (i.e. le pH, les enzymes et les forces de contraction), de la structure des aliments 
et des procédés de transformation (Fardet et al., 2013). Les modèles gastriques permettent 
également d’étudier l’influence de l’acidité gastrique sur la survie de micro-organismes 
(Bergholz et Whittam 2007).  
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Les modèles gastriques les plus simples consistent en une hydrolyse peptidique 
d’aliments homogénéisés (37°C, pH 1-2 pendant 1 à 2 heures). D’autres modèles statiques 
intègrent des paramètres supplémentaires, comme celui développé par Chen et collaborateurs, 
qui reproduit à la fois le mélange des aliments avec le suc gastrique et les forces de compression 
auxquelles ils sont soumis (FIGURE 20A) (Chen et al., 2011). Cependant, ces modèles ne 
simulent pas certaines fonctions très importantes de la digestion gastrique comme 
l’acidification progressive du contenu stomacal ou la vidange de l’estomac. Pour pallier ces 
limites, des modèles gastriques dynamiques intégrant ces paramètres ont été mis au point. Le 
plus simple est celui développé par Hoebler et collaborateurs, qui permet le contrôle de la 
température et du pH et reproduit l’ajout de pepsine et la vidange gastrique (Hoebler et al., 
2002). Un autre modèle plus complexe, le DGM (« Dynamic Gastric Model ») mimant les deux 
régions fonctionnelles de l’estomac a été décrit par Mercuri et collaborateurs : la partie
supérieure modélise l’arrivée des sécrétions gastriques et leur mélange aux aliments et la partie 
(A) Système statique mono-compartimenté (Chen et al., 2011) 
(B) Système DGM (Mercuri et al., 2011) 
FIGURE 20. Principaux modèles d’estomacs artificiels (D’après Blanquet-Diot et al., 2013) 
DGM : Dynamic Gastric Model ; HCl : acide chlorydrique ; HGS : Human Gastric Simulator ; J.G. : 
Jus Gastrique 
(C) Système HGS (Kong et Singh, 2010) 
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inférieure simule les forces de cisaillement et de broyage (FIGURE 20B) (Mercuri et al., 2011). 
Malgré la sophistication de ce modèle, les forces mécaniques mises en jeu restent différentes 
de celles observées in vivo. Par des modèles mathématiques et leur implémentation 
informatique (modèles in silico), il a été montré que les ondes de contraction antrales avaient 
un rôle clé dans le mélange du chyme gastrique et un rôle indirect dans la vidange gastrique par 
des modifications locales de la pression dans le corps anatomique (Pal et al., 2004). Ces forces 
mécaniques sont prises en compte dans le modèle de F. Kong et Singh (2010), le HGS (« Human 
Gastric Simulator ») qui reproduit le plus fidèlement possible les mouvements péristaltiques de 
l’estomac, en respectant leur amplitude, leur intensité et leur fréquence (FIGURE 20C). 
 
Récemment, un nouveau modèle a été développé : le TIM-agc (TNO gastro-Intestinal 
Model advanced gastric compartment) simulant les profils de pression observés in vivo au cours 
du transit gastrique. Ce dernier est composé de trois parties qui peuvent être contractées de
façon indépendante. La partie supérieure mime le corps de l’estomac avec une paroi souple qui 
se contracte progressivement afin de simuler la réduction du volume lors de la vidange 
gastrique. L’antre est divisé en deux parties successives, l’antre proximal et distal. Les 
contractions de ces deux sections sont synchronisées pour simuler les vagues antrales. Enfin, 
une valve est synchronisée avec une onde antrale afin de simuler l’ouverture du sphincter 
pylorique lors de la vidange gastrique (Minekus 2015).  
 
Bien que ces systèmes soient particulièrement pertinents pour étudier la digestion 
gastrique, ils ne fournissent qu’un aperçu partiel de la digestion dans le tractus gastro-intestinal. 
In vivo, l’estomac et l’intestin grêle forment des compartiments séparés dédiés à une fonction 
spécifique de la digestion. Afin d’étudier avec précision le devenir d’un composé digéré, il est 
donc particulièrement important de simuler chaque étape de la digestion et les temps de transit 
associés. En réponse, des systèmes gastro-intestinaux multicompartimentés ont été développés. 
 
 
1.2.1.2. Modèles gastro-intestinaux multi-compartimentés 
De nombreux systèmes gastro-intestinaux simulant l’estomac et/ou l’intestin grêle sont 
disponibles. Les plus simples sont des modèles mono-compartimentés et statiques 
reproduisant, dans un unique récipient, une phase gastrique (pepsine, pH 1-2) éventuellement 
précédée d’une étape de digestion buccale (salive, pH 6,5) et suivie d’une phase pancréatique
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(enzymes pancréatiques, en présence ou non de bile, pH 6-7). Parmi ces systèmes, les plus 
connus sont ceux d'Englyst et al. (1996), de Garrett et al. (1999) et d'Oomen et al. (2003), qui 
ont été utilisés pour évaluer, respectivement, la digestibilité de l’amidon, la bioaccessibilité de 
caroténoïdes et celle de polluants. Ces systèmes conviennent particulièrement pour des 
approches préliminaires de pré-screening. Les paramètres digestifs utilisés tels que le pH, 
l’origine des enzymes digestives (porcine, humaine, fongique) ou encore les temps de digestion, 
peuvent fortement varier d’une étude à l’autre ce qui rend difficile la comparaison des résultats 
entre eux. Face à ce constat et au besoin d’harmoniser un protocole de digestion qui puisse être 
utilisé par l’ensemble de la communauté scientifique, le réseau de chercheurs européens COST 
«Infogest » a établi un consensus autour d’un protocole de digestion statique (Minekus et al. 
2014). 
 
Ces modèles mono-compartimentés statiques sont cependant loin de reproduire la
complexité des processus de digestion in vivo puisqu’ils ne simulent pas la succession des 
compartiments digestifs observée chez l’Homme, les temps de transit associés et les fonctions 
propres à chacun de ces compartiments (i.e. le brassage, la dégradation des macromolécules et 
l’absorption des nutriments). Pour pallier ces limites, des systèmes bi et multi-compartimentés 
dynamiques ont été développés (Fardet et al., 2013 ; Guerra et al., 2012).  
 
Parmi les modèles bi-compartimentés, on peut citer ceux décrits par Mainville et al., 
(2005) et plus récemment par Ménard et al. (2014) et Levi et Lesmes (2014) simulant, en 
fonction de données in vivo, l’estomac et l’intestin grêle proximal humain.  
 
Mainville et collaborateurs ont développé un modèle dynamique simulant l’estomac et 
le duodénum où le pH, la température, le temps de transit, la concentration en bile sont contrôlés 
et paramétrés par rapport à des données in vivo, dans le but d’étudier le potentiel probiotique 
de bactéries incorporées dans des aliments (FIGURE 21A) (Mainville et al., 2005).  
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(A) Modèle bi-compartimenté dynamique de Mainville et al. (2005) 
(B) Système de Levi et Lesmes (2014) 
(C) Système DIDGI® (Ménard et al., 2014) 
FIGURE 21. Modèle bi-compartimenté dynamique in vitro du tractus digestif supérieur 
humain  
DIDGI : système dynamique de digestion gastro-intestinale  
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Levi et Lesmes ont élaboré un modèle in vitro avec deux bioréacteurs connectés en série 
pouvant recréer les conditions dynamiques rencontrées dans l’estomac et le duodénum de 
l'adulte ou des personnes âgées (FIGURE 21B) (Levi et Lesmes, 2014).  
 
Le système dynamique de digestion gastro-intestinale (DIDGI®) développé par Ménard 
et collaborateurs a été paramétré pour simuler notamment la digestion du lait chez le nouveau-
né et plus particulièrement la déstructuration et les cinétiques d’hydrolyse de l’aliment (FIGURE 
21C) (Ménard et al., 2014). Cet outil reprend les parties hautes du système digestif, l’estomac 
et le duodénum. Le logiciel associé permet de piloter les vidanges gastriques et intestinales, la 
cinétique d’acidification gastrique, le flux de sécrétions et l’agitation dans les deux 
compartiments. Ce modèle, dépourvu de membranes de dialyse, ne mime cependant pas 
l’absorption. 
Les systèmes gastro-intestinaux alliant multi-compartimentation et dynamisme 
sont rares. À ce jour, seuls le TIM 1 (TNO Gastrointestinal Model 1 ; Minekus et al., 1995) et 
le SHIME® (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem ; Molly et al., 1994 ; 
Molly et al., 1993) répondent à ce critère et ont été validés par des corrélations in vitro/in vivo. 
 
 
1.2.1.2.1. TNO Gastrointestinal Model 1 : TIM 1 
Le système digestif artificiel TIM 1 (Minekus et al., 1995), développé par le TNO 
Nutrition and Food Research Institute (Zeist, Pays-Bas), a été optimisé et validé en 
collaboration avec l’EA-CIDAM. Il comprend l’ensemble des compartiments du tractus digestif 
supérieur, à savoir l’estomac et les trois parties de l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon) 
et reproduit de la façon la plus physiologique possible les conditions rencontrées dans la lumière 
gastrique et intestinale (FIGURE 22). Ainsi, il permet de simuler, en fonction de données in vivo, 
les paramètres essentiels de la digestion chez l’homme, i.e. la température, l’évolution du pH 
gastrique et intestinal, le brassage du chyme, l’arrivée séquentielle des enzymes digestives, les 
vidanges gastriques et iléales, le temps de transit gastro-intestinal et l’absorption passive de 
l’eau et des produits de digestion. 
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Le TIM 1 est constitué de quatre compartiments en verre contenant des parois internes 
flexibles reproduisant l’estomac et les trois parties de l’intestin grêle. La température est 
maintenue à 37°C par passage d’eau thermostatée entre les parois en verre et les membranes 
internes flexibles. Le brassage du chyme est reproduit par compression des parois flexibles 
grâce à un système d’eau sous pression. Les différents compartiments sont reliés entre eux par 
des valves péristaltiques, lesquelles sont composées de trois tubes en « T » possédant chacun 
une membrane flexible interne. L’ouverture et la fermeture de ces valves sont pilotées 
informatiquement, permettant le passage d’une partie du chyme d’un compartiment à un autre,
de façon à suivre une courbe de transit définie. 
FIGURE 22. Représentation schématique du système digestif artificiel TIM 1 
(D’après Guerra et al., 2012) 
Le système TIM 1 (TNO Gastrointestinal Model 1) est constitué de quatre 
compartiments simulant l’estomac et les trois parties de l’intestin grêle.  
El : électrolytes, HCl : acide chlorhydrique, J.G. : jus gastrique ; J.P. : jus 
pancréatique ; NaHCO3 : bicarbonate de sodium 
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Les vidanges gastrique et iléale sont modélisées par l’équation suivante (Elashoff et al., 1982) : 
 
 
où ƒ représente la fraction de repas délivrée, t le temps de vidange, t1/2 le temps de demi-vidange                 
et β un coefficient décrivant l’allure de la courbe.
 
 
Le volume des différents compartiments est contrôlé en continu par des capteurs de 
niveau. Les quatre compartiments sont équipés d’électrodes à pH permettant de vérifier le pH 
du chyme et, si besoin, d’activer différentes pompes afin de délivrer de l’HCl dans le 
compartiment stomacal et du NaHCO3 dans les compartiments simulant l’intestin grêle. 
 
Les solutions d’enzymes digestives et d’acides biliaires sécrétés in vivo sont intégrées 
dans le système TIM 1 au cours de la digestion. Ainsi, des solutions de (i) lipase et pepsine et 
(ii) pancréatine et bile sont respectivement apportées dans les compartiments stomacal et 
duodénal. De plus, des résidus gastrique, duodénal, jéjunal et iléal sont introduits dans le TIM 
1 en début de digestion, afin de reproduire les conditions du jeûne. Le résidu duodénal contient 
de la trypsine qui activera les enzymes pancréatiques apportées au niveau duodénal. 
Parallèlement, un système de dialyse (seuil de coupure de 10 kDa) simule l’absorption passive
de l’eau et des produits de digestion dans les compartiments jéjunal et iléal. 
 
L’ensemble des paramètres du système TIM 1 peuvent être contrôlés et ajustés. Il est 
alors possible de simuler aussi bien la digestion de l’Homme (nourrisson, adulte, personne âgée) 
que celle d’animaux monogastriques, et ce dans des conditions physiologiques ou 
pathologiques (hypo- ou hyper-acidité gastrique, insuffisance pancréatique). Le système TIM 
1 a été utilisé dans le cadre de nombreuses études nutritionnelles, pharmacologiques et 
microbiologiques. Une liste des publications dans lesquelles le système TIM 1 a été utilisé 
depuis 2009 est présentée dans le TABLEAU 1. 
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OBJECTIFS DE L’ÉTUDE RÉFÉRENCES
MICROBIOLOGIE
Micro-organismes probiotiques
Bactériens  Influence de la matrice alimentaire sur la survie de probiotique Arroyo-López et al., 2014 ; Jedidi et al., 2014 ;
Khalf et al., 2010 ; Martinez et al., 2011
 Sélection de souches probiotiques d’origine fécale en fonction de leur
survie
Mäkivuokko et al., 2012
 Activité métabolique de souches probiotiques Fernandez et al., 2014 ; Kheadr et al., 2010 ;
Maathuis et al., 2010
 Survie et taux de germination de Bacillus subtilis Hatanaka et al., 2012
Levuriens  Influence de la formulation sur la survie de Saccharomyces cerevisiae Blanquet-Diot et al., 2012 ; Cordonnier et al., 2015
Micro-organismes pathogènes
Escherichia coli 
entérotoxinogène
 Influence de la digestion de tempe et de tofu sur leur propriété
antiadhésive contre des pathogènes
Mo et al., 2012
Escherichia coli 
entérohémorragique
 Survie d’ E. coli O157:H7 et influence d’un probiotique Etienne-Mesmin et al., 2011b
 Influence de la matrice alimentaire sur la survie de souche STEC/EHEC Arroyo-López et al., 2014 ; Miszczycha et al., 2014
NUTRITION
Digestibilité de macronutriments
Glucides  Influence du sécrétome de Penicillium funiculosum sur la digestibilité des
glucides du blé
Lafond et al., 2011
 Microstructure et hydrolyse de l’amidon dans des boissons fermentées à
base d’orge et d’avoine
Alminger et al., 2012
 Hydrolyse de l’amidon dans des biscuits Villemejane et al., 2015 ; 2016
 Digestibilité de la fécule de maïs Nalin et al., 2015
 Etude de l'impact des mélanoïdines de pain Helou et al., 2015
Lipides  Bioaccessibilité des acides gras issus de produits laitiers et de poissons Domoto et al., 2013 ; Maestre et al., 2013 ;
Gervais et al., 2009
 Digestibilité des lipides issus d’émulsions stabilisées par des isolats
protéiques de lactosérum
Helbig et al., 2013
Protéines  Digestibilité des protéines du lait Havenaar et al., 2013b ; Nabil et al., 2011
Bioaccessibilité de minéraux, vitamines ou phytoconstituants
Minéraux  Libération du sel contenu dans des fromages de type pâte pressée non
cuite
Lvova et al., 2012
Vitamines  Influence du procédé de transformation sur la bioccessibilité de vitamines Mo et al., 2013 ; Öhrvik et al., 2010 ; Déat et al., 2009
Caroténoïdes et flavonoïdes  Influence de la matrice alimentaire sur la bioaccessibilité du carotène et de
lycopène
Nimalaratne et al., 2015 ; Van Loo-Bouwman et al., 2014 ;
Richelle et al., 2010 ; Blanquet-Diot et al., 2009 ;
Déat et al., 2009
 Influence de l’émulsification sur la biodisponibilité de la tangéritine Ting et al., 2015
Composés phénoliques  Influence de la matrice céréalière et du procédé de transformation sur la
bioaccessibilité de composés phénoliques
Hemery et al., 2010 ; Anson et al., 2009a,b
 Capacité anti-oxydante et anti-inflammatoire de composés phénoliques
bioaccessibles issus des différentes fractions du grain de blé
Anson et al., 2010
 Influence de la matrice alimentaire sur la biaccessibilité d’anthocyanes de
myrtille
Ribnicky et al., 2014 ; Lila et al., 2011
 Hydrolyse de composés phénoliques par des estérases et un probiotique Bel-Rhlid et al., 2012, 2009,
Pharmacologie
 Évaluation de formulations pour l’encapsulation de composés
nutraceutiques
Barker et al., 2014 ; Chen et al., 2010 ; Hébrard et al., 2009
 Influence de la formulation sur la survie de Saccharomyces cerevisiae Blanquet-Diot et al., 2012
 Absorption de substances actives Verwei et al., 2015 ; Havenaar et al., 2013a ;
Dickinson et al., 2012
 Interactions aliments/médicaments Brouwers et al., 2011
Toxicologie
 Bioaccessibilité des métaux lourds Torres-Escribano et al., 2011
 Bioaccessibilité et transformation d’éther glycidyle d’origine alimentaire Frank et al., 2013
 Formation de N-nitrosodiméthylamine issus de la consommation de
poissons et de végétaux riches en nitrate
Zeilmaker et al., 2010
TABLEAU 1. Études microbiologiques, nutritionnelles, pharmacologiques et toxicologiques 
utilisant le modèle in vitro TIM 1 
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1.2.1.2.2. Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem : 
SHIME® 
Le système SHIME® développé à l’origine par Molly et collaborateurs de l’Université 
de Ghent (Gand, Belgique) est le seul modèle gastro-intestinal dynamique « complet » (Molly 
et al., 1993). Il est composé de cinq bioréacteurs qui simulent de façon séquentielle l’estomac, 
l’intestin grêle et les trois régions du côlon (i.e. côlon ascendant, transverse et descendant). Un 
filtre de dialyse peut être utilisé pour mimer le processus d’absorption qui se produit dans 
l’intestin grêle, mais aucune absorption n’est simulée dans les compartiments coliques 
(Vermeiren et al., 2011). Les bioréacteurs sont caractérisés par leur pH, leur volume réactionnel 
et leur temps de résidence. Les sécrétions gastriques et duodénales sont apportées dans les 
compartiments appropriés. Ainsi, il permet de simuler, en fonction des données in vivo, la 
température, le pH gastrique et intestinal, les sécrétions d’enzymes digestives (pancréatine, 
bile), le temps de transit et les communautés microbiennes associées aux différentes régions du
côlon humain (FIGURE 23) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 23. Représentation schématique du système SHIME®
(D’après Vermeiren et al., 2011) 
Le système SHIME® (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem) 
est composé de cinq bioréacteurs qui simulent de façon séquentielle l’estomac, 
l’intestin grêle et les trois régions du côlon. 
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Alors que le système TIM 1 apparait comme le simulateur le plus approprié pour mimer 
les paramètres physico-chimiques du tractus digestif supérieur, le système SHIME® s’avère 
particulièrement pertinent pour étudier le devenir métabolique de composés alimentaires et de 
produits pharmaceutiques sur plusieurs semaines et leur interaction avec le microbiote 
intestinal. Les études réalisées dans le système SHIME® depuis 2009 sont répertoriées dans le 
TABLEAU 2. 
 
 
TABLEAU 2. Études microbiologiques, nutritionnelles, pharmacologiques, toxicologiques, 
en santé et recherche et développement du SHIME®. 
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1.2.1.3. Modèles utilisés pour l’étude de l’écosystème colique 
Le microbiote colique est un écosystème complexe difficile à étudier pour des raisons 
évidentes d’accessibilité et d’éthique. Pour contourner ces difficultés, des modèles animaux et 
in vitro ont été développés afin d’acquérir de nouvelles connaissances sur cet écosystème. 
 
 
1.2.1.3.1. Modèle in vivo 
Les modèles animaux conventionnels les plus fréquemment utilisés sont la souris, le rat, 
le lapin et le porc. Ils permettent d’effectuer différentes études sur le microbiote et la muqueuse 
intestinale. Cependant, en raison de différences entre la composition du microbiote intestinal 
humain et animal, des modèles animaux gnotobiotiques ont été développés. Les animaux 
gnotobiotiques sont des animaux axéniques, microbiologiquement stériles, inoculés 
TABLEAU 2. Études microbiologiques, nutritionnelles, pharmacologiques, toxicologiques, 
en santé et recherche et développement du SHIME® (suite et fin) 
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expérimentalement. Les animaux inoculés avec des souches bactériennes spécifiques rendent 
possible l’étude des interactions hôte/bactéries et des interactions bactéries/bactéries. Quant aux 
animaux inoculés par une flore complexe issue de matière fécale humaine, ces modèles 
permettent de maintenir un microbiote donné dans un environnement in vivo proche des 
conditions retrouvées dans le côlon humain. Cependant, l’utilisation de modèles gnotobiotiques 
présente des limites physiologiques (i.e. les conditions physico-chimiques rencontrées dans ces 
modèles diffèrent significativement de celles de l’Homme) et logistiques (i.e. coût élevé, 
équipement, personnels qualifiés). Pour offrir une alternative aux expérimentations animales, 
des modèles in vitro ont été développés. 
 
 
1.2.1.3.2. Modèle in vitro de l’environnement colique 
De nombreux modèles de fermentation in vitro ont été développés afin de reproduire
l’environnement colique humain : des modèles « batch » aux modèles mono- ou multi-étagés 
semi-continu et continu. Il n’existe pas de consensus dans la préparation de l’inoculum fécal, 
ce dernier pouvant être issu de selles (fraîches ou congelées) d’un seul donneur ou d’un mélange 
de selles de plusieurs donneurs (Payne et al., 2012). Récemment, il a été montré que les profils 
bactériens et l’activité fermentaire obtenus en utilisant un mélange de selles de plusieurs 
donneurs sont comparables à ceux observés avec les selles des donneurs pris indépendamment 
(Aguirre et al., 2014). L’anaérobiose est maintenue au sein des réacteurs soit par un flux d’azote 
ou de dioxyde de carbone, soit uniquement par la production des gaz issus de l’activité 
fermentaire du microbiote. L’absorption passive de l’eau et des métabolites fermentaires est 
reproduite dans certains systèmes pour empêcher l’accumulation de ces derniers et limiter 
l’inhibition de l’activité bactérienne (Venema et Van den Abbeele 2013). Afin de mieux 
appréhender par la suite les avantages et les limites des différents modèles in vitro utilisés pour 
l’étude de l’écosystème microbien colique, les particularités des principaux modèles seront 
détaillées. 
 
 
1.2.1.3.2.1. Systèmes de fermentation en « batch » 
Les cultures en « batch » sont des modèles statiques. Ces modèles sont généralement 
des systèmes fermés (i.e. bouteilles ou réacteurs scellés) contenant des cultures bactériennes ou 
suspensions de matières fécales maintenues sous conditions anaérobies (Venema et Van den 
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Abbeele 2013). Ils permettent de décrire la croissance de cultures bactériennes pures ou en 
mélange dans un milieu sélectionné sans ajout secondaire de substances nutritives (Payne et al., 
2012). Les systèmes de fermentation en « batch » sont bien adaptés pour (i) réaliser un pré-
screening de souches potentiellement probiotiques, (ii) déterminer à moindre coût l’impact des 
prébiotiques et des xénobiotiques sur le microbiote intestinal. Ils permettent l’étude des profils 
en AGCC découlant du métabolisme actif de substrats par le microbiote colique (Kim et al., 
2011 ; Payne et al., 2012). Cependant, le processus fermentaire entraîne des changements 
continus de pH et de potentiel redox et l’accumulation de produits toxiques. De plus, la 
croissance microbienne dans ces systèmes dépend de la densité d’ensemencement et de la 
vitesse de consommation du substrat. De tels modèles ne peuvent donc être utilisés que pendant 
de courtes périodes (24 - 48 h). Pour pallier ces limites, dans le cadre d’expérimentations plus 
longues, des systèmes de fermentation en semi-continu et continu ont été développés. 
 
1.2.1.3.2.2. Systèmes de fermentation en semi-continu ou continu 
L’étude du microbiote colique sur des temps plus longs nécessite de créer un état 
d’équilibre in vitro. Les systèmes de fermentation en continu et semi-continu sont des systèmes 
renouvelés permettant une culture stable d’un microbiote intestinal pendant une période de 
temps définie et spécifique au modèle, mais pouvant aller jusqu’à plusieurs mois. Ils sont 
alimentés par un flux (continu ou discontinu) de milieu nutritif et parallèlement une quantité 
équivalente de milieu fermentaire est éliminée du système. Ainsi, le milieu fermentaire ne se 
trouve jamais épuisé en substrats et les produits de fermentations ne s’accumulent pas dans le 
système. Les solutions nutritives utilisées dans la plupart des études sont des adaptations de 
celle proposée par Macfarlane et collaborateurs simulant les conditions nutritionnelles du 
chyme iléal arrivant au côlon (Macfarlane et al., 1998). Les modèles de fermentation qui sont 
décrits dans la littérature possèdent différents niveaux de complexité allant du modèle à un 
fermenteur au modèle à cinq bioréacteurs en série. Le taux de dilution caractérise l’alimentation 
du système et correspond à l’inverse du temps de rétention. Ce paramètre important permet de 
mimer le temps de transit colique :  
 
D = Q/V 
où D est le taux de dilution (min-1), Q le débit d’entrée ou de sortie (mL/min) et V le volume constant 
du bioréacteur (mL).  
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FIGURE 24. Représentation schématique du système ARCOL 
Le système ARCOL (ARtificial COLon) est un système de fermentation semi-continu mono-
étagé permettant de simuler le côlon dans son ensemble. Il reproduit les paramètres coliques 
tels que la température corporelle, le pH colique, le temps de rétention, ainsi que l’absorption 
de l’eau et des métabolites fermentaires par une fibre de dialyse immergée dans le milieu 
fermentaire. Le maintien de l’anaérobiose résulte uniquement de l’activité du microbiote. 
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Le pH, la température, la pression, l’agitation et l’anaérobiose sont également contrôlés 
et/ou mesurés dans la plupart des modèles. Parallèlement, le potentiel d’oxydo-réduction peut 
être suivi. 
 
La majorité des systèmes de fermentation en semi-continu utilisés pour modéliser 
l’environnement colique humain sont adaptés du système décrit par Miller et Wolin (1981). 
L’un de ces modèles a été développé au sein de l’EA-CIDAM : ARCOL (pour ARtificial 
COLon) et a été retenu comme modèle d’étude dans le cadre de cette thèse. Le principe de ce 
modèle repose sur la culture d’un microbiote fécal, dans un système mono-étagé parfaitement 
agité. Il est destiné à simuler le côlon dans son ensemble à partir d’un inoculum fécal frais d’un 
unique donneur. Le pH, la température et le temps de rétention sont contrôlés, et la pression et 
le potentiel d’oxydo-réduction sont mesurés. L’anaérobiose est maintenue au sein du réacteur 
uniquement par la production des gaz issus de l’activité fermentaire du microbiote. Ce système
possède également une fibre de dialyse, immergée dans le milieu fermentaire, permettant de 
reproduire l’absorption passive de l’eau et des produits de fermentation (FIGURE 24). Le 
système ARCOL a été développé et validé pour des applications chez l’animal (Gérard-
Champod et al., 2010) et chez l’Homme (Blanquet-Diot et al., 2012). 
 
Le développement d’un modèle de fermentation continu multi-étagé par Gibson et 
collaborateurs a permis de simuler les conditions physico-chimiques et la disponibilité en 
substrats présents dans les différentes régions du côlon humain, i.e. les régions ascendante, 
transverse et descendante (Gibson et al., 1988). Par la suite, ce système a été validé pour les 
études du métabolisme du microbiote colique humain (Macfarlane et al., 1998). Parallèlement, 
d’autres équipes ont conçu leur modèle. Parmi les systèmes développés, les plus populaires  
sont : le SHIME® détaillé précédemment (Molly et al., 1993), le modèle « Lacroix » (Cinquin 
et al., 2004), l’EnteroMix® (Makivuokko et al., 2005) et le TIM 2 (Minekus et al., 1999). 
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TABLEAU 4. Principaux modèles in vitro coliques en mode continu et leurs caractéristiques
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ne sont pas notés les paramètres communs à tous les systèmes (i.e. le contrôle de la température, du pH et du 
temps de transit). ARCOL : ARtificial COLon ; N2 : azote ; TIM 2 : TNO Gastrointestinal Model 2.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ne sont pas notés les paramètres communs à tous les systèmes (i.e. le contrôle de la température, du pH et du 
temps de transit). SHIME® : Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem ; CO2 : dioxyde de carbone ; 
N2 : azote  
TABLEAU 3. Principaux modèles in vitro coliques en mode semi-continu et leurs 
caractéristiques 
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Le modèle « Lacroix » conçu à l’Eidgenössische Technische Hochschule (Zurich, 
Suisse) a la particularité d’utiliser un microbiote immobilisé, essentiellement issu de selles 
d’enfants, sur des billes de gommes gellane et xanthane. L’immobilisation cellulaire vise à 
retenir physiquement une population microbienne dans le système de fermentation. Cette 
technique est principalement utilisée pour obtenir une culture avec une haute densité cellulaire 
ainsi qu’une stabilité et une biocatalyse renforcée, par exemple pour la biosynthèse de certains 
composés d’intérêt (enzymes, acides organiques, protéines, biomasse,…). 
 
L’EnteroMix® développé par Danisco (Kantvik, Finlande) est composé de quatre 
bioréacteurs pouvant fonctionner parallèlement en utilisant le même inoculum fécal (et ainsi 
simuler quatre conditions d’études différentes) ou mimer les régions ascendante, transverse, 
descendante et sigmoïde du côlon.  
Enfin, l’EA-CIDAM a récemment validé un système tri-étagé : l’ECSIM pour 
Environmental Control System for Intestinal Microbiota (Feria-Gervasio et al., 2014). Ce 
modèle est basé sur celui de Macfarlane et al. (1998) mais son anaérobiose est maintenue au 
sein du réacteur uniquement par la production des gaz issus de l’activité fermentaire du 
microbiote. Parallèlement au développement de modèles en bioréacteurs, Minekus et al. (1999) 
ont conçu un modèle simulant l’environnement colique sur le même principe que le système 
digestif artificiel TIM 1. Le TIM 2 pour TNO Gastrointestinal Model 2 (Zeist, Pays-Bas) a la 
particularité de mimer les mouvements péristaltiques grâce à de l’eau sous pression et 
l’absorption passive de l’eau et des produits de fermentation via une fibre de dialyse. 
 
Les caractéristiques des principaux modèles de fermentation semi-continus et continus 
sont détaillées respectivement dans les TABLEAUX 3 et 4.  
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L’ensemble des paramètres de ces systèmes peuvent être contrôlés et ajustés. Il est alors 
possible de simuler aussi bien l’environnement colique de l’Homme (e.g. enfant, adulte ou 
personne âgée) que celle d’animaux (e.g. porc ou veau pré-ruminant). Ces modèles de 
fermentation sont utilisés dans le cadre d’études nutritionnelles, pharmacologiques, 
toxicologiques et microbiologiques. Ils permettent d’étudier sur plusieurs semaines, voire sur 
plusieurs mois, le devenir métabolique de composés alimentaires, pharmaceutiques ou de 
xénobiotiques, la survie de micro-organismes probiotiques ou pathogènes et leur interaction 
avec le microbiote intestinal. Les publications dans lesquelles sont utilisés ces modèles coliques 
semi-continus et continus depuis 2009 sont présentées respectivement dans                        
les TABLEAUX 5 et 6. 
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TABLEAU 5. Applications des principaux modèles in vitro coliques semi-continus 
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TABLEAU 6. Applications des principaux modèles in vitro coliques continus 
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1.2.2. Avantages et limites des systèmes de digestion in vitro 
Suite à la mise en place dans l’Union Européenne de la règle des 3 R (réduire, raffiner, 
remplacer) constituant le fondement de la démarche éthique appliquée à l’expérimentation 
animale, les pressions du législateur comme celles de l’opinion publique encouragent le 
développement de méthodes dites « alternatives » (Combrisson, 2014). 
 
Les outils in vitro permettent de réaliser des expériences préliminaires, de contourner 
ou de compléter des expériences in vivo. Ainsi, les modèles de digestion artificielle présentent 
l’avantage de permettre (i) une reproductibilité des expériences, (ii) la réalisation d’études 
techniquement ou éthiquement impossibles chez l’Homme (i.e. études portant sur des  
 
TABLEAU 6. Applications des principaux modèles in vitro coliques continus (suite et fin) 
LA DIGESTION HUMAINE ET SA MODÉLISATION 
54 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
(A) Module HMI
(B) Microcosme du M-SHIME 
FIGURE 25. Modélisation de l’environnement mucosal et des interactions 
hôte-microorganismes  
(A) Le compartiment supérieur du module HMI est couplé en continu avec le milieu fermentaire 
provenant des bioréacteurs. Le compartiment inférieur est en aérobiose et contient une culture 
d’entérocytes simulant l’hôte. Les deux compartiments sont séparés par une membrane semi-perméable 
sur laquelle une mince couche de mucine-agar est coulée (Modifié d’après Marzorati et al., 2014). 
(B) Des microcosmes (9 mm de diamètres) couverts d’un mélange d’agar et de mucine de type II sont 
ajoutés dans chaque bioréacteur colique pour simuler l’environnement mucosal (d’après Van Den 
Abbeele et al., 2014). 
HMI : Host-Microbiota Interaction ; M-SHIME : Mucosal SHIME 
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substances toxiques ou des micro-organismes pathogènes), (iii) la conduite d’études de pré-
screening lors du développement de nouveaux produits. 
 
Néanmoins, la digestion est un processus extrêmement complexe faisant intervenir de 
nombreux facteurs impossibles à modéliser dans un modèle in vitro. En effet, il n’est pas 
possible de reproduire in vitro les phénomènes immunologiques, le contrôle nerveux et 
hormonal de la digestion ou encore l’absorption active des produits de digestion. Une des 
principales limites des systèmes in vitro simulant le tractus digestif supérieur humain, à 
l’exception du SHIME®, est l’absence de microbiote au sein des compartiments reproduisant 
l’intestin grêle. Actuellement, des expériences visant à implanter et stabiliser un microbiote 
iléal dans le système TIM 1 sont en cours de développement (Stolaki 2010). De plus, la plupart 
des systèmes coliques développés reproduisent uniquement l’environnement de la lumière 
intestinale. En réponse à cette limite, Macfarlane et collaborateurs ont introduit, dans les
bioréacteurs du système de Macfarlane et Gibson, des tubes en verre contenant un gel de mucine 
porcine afin de reproduire l’adhésion bactérienne à la couche de mucus de la paroi intestinale 
(Macfarlane et al., 2005). Parallèlement, Van den Abbeele et al. (2012) ont développé le M-
SHIME (pour Mucosal SHIME) en incorporant un environnement mucosal dans le système 
SHIME® à l’aide de microcosmes couverts de mucine introduits dans chaque bioréacteur 
colique (Van den Abbeele et al., 2012). 
 
Par ailleurs, certains modèles ont été couplés avec des cellules intestinales en culture, 
comme le système TIM 1 (Déat et al., 2009), le système de Macfarlane et Gibson (Bahrami et 
al., 2011), le modèle « Lacroix » (Dostal et al., 2014) et le SHIME® (Marzorati et al., 2014) 
dans le but d’étudier la biodisponibilité de composés d’intérêt ou les interactions hôte-
microbiote. En particulier, un modèle bi-compartimenté, le HMI (pour Host-Microbiota 
Interaction) a été développé, afin d’étudier l’interaction hôte-microorganismes indirecte dans 
le tractus gastro-intestinal (FIGURE 25). Le compartiment inférieur est en aérobiose et contient 
une culture d’entérocytes simulant l’épithélium colique de l’hôte, tandis que le compartiment 
supérieur simule le côté luminal du tractus digestif couplé en continu avec le milieu fermentaire 
sous anaérobiose. Les deux compartiments sont séparés par une double couche fonctionnelle 
composée d’une couche de mucus disposée sur une membrane de polyamide semi-perméable. 
Cette double couche permet : (i) de fournir une zone muqueuse pouvant être colonisée par les 
bactéries intestinales, (ii) le transport bilatéral de métabolites de faible poids moléculaire, (iii)
le transport de l’oxygène de la partie inférieure à la partie supérieure de la couche muqueuse 
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dans le but de créer des conditions micro aérophiles et (iv) de protéger les entérocytes de 
l’exposition directe au microbiote colique et à ses effets toxiques. Ce nouveau module a été 
testé pendant une période de 48 h maximum en combinaison avec le SHIME® mais, en principe, 
il peut également être combiné avec d’autres simulateurs de tractus gastro-intestinal disponibles 
sur le marché (Marzorati, Possemiers, et al. 2014; Marzorati, Vanhoecke, et al., 2014; 
Vermeiren et al., 2011).
 
Ainsi, la sélection du modèle approprié exige une évaluation soigneuse des objectifs de 
l’étude et des avantages et limites décrits pour chacun des systèmes (Payne et al., 2012; Venema 
et Van den Abbeele 2013). 
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2.1. Escherichia coli : Taxonomie et définitions 
2.1.1. Caractères généraux
En 1885, le pédiatre allemand Théodore Escherich isole et décrit pour la première fois 
le bacille Bacterium coli commune, fréquemment présent dans les selles des nourrissons. En 
1919, Castellani et Chalmers proposent de renommer cette bactérie Escherichia coli (E. coli) 
en hommage aux travaux d’Escherich (Shulman et al., 2007). Le genre Escherichia appartient 
à la famille des Enterobacteriaceae.  
 
Les bactéries de l’espèce E. coli font partie du sous-groupe des γ-protéobactéries 
commensales du microbiote intestinal humain et de la plupart des animaux à sang chaud. E. coli 
colonise le tractus digestif des nourrissons dès les premières heures suivant l’accouchement. 
L’abondance des Proteobacteria (incluant les E. coli) dans le microbiote intestinal humain est 
d’environ 0,1% des bactéries totales (Eckburg et al., 2005). E. coli est considéré comme un 
hôte normal du microbiote intestinal des mammifères et des oiseaux et est, à ce titre, recherché 
dans les aliments comme indicateur de contamination fécale. 
 
Les bactéries qui constituent cette famille sont des bacilles à Gram négatif non sporulés, 
aéro-anaérobies facultatifs et oxydase négatif. En plus de l’espèce E. coli, le genre Escherichia 
comprend quatre autres espèces : E. albertii, E. fergusonii, E. hermanii et E. vulneris. Chaque 
espèce d’Escherichia présente des caractéristiques biochimiques propres permettant de les
différencier.  
 
 
2.1.2. Classification antigénique 
Développée dès 1947, la technique de sérotypage a permis de distinguer les différentes 
souches d’E. coli. Une classification antigénique a été établie sur la base des antigènes 
lipopolysaccharidiques de paroi O (permettant de définir l’appartenance à un sérogroupe), des 
antigènes polysaccharidiques de capsule K et des antigènes protéiques flagellaires H, les 
différents sérotypes résultant des combinaisons O:H. 
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CLASSE SIGNES CLINIQUES FACTEURS DE PATHOGÉNICITÉ
E. coli entéropathogènes (EPEC) Diarrhée aqueuse Facteurs d’adhésion (BFP)
Lésions d’attachement-effacement
E. coli entérotoxinogènes (ETEC) Diarrhée aqueuse
(tourista)
Facteurs d’adhésion (CFA)
Entérotoxines thermolabiles
Entérotoxines thermostables
E. coli entéroinvasifs (EIEC) Diarrhée dysentérique Invasion des cellules épithéliales
E. coli entéroagrégatifs (EAggEC) Diarrhée persistante Facteurs d’adhésion (AAF/1)
Entérotoxines (EAST)
E. coli à adhésion diffuse (DAEC) Diarrhée aqueuse Facteurs d’adhésion (F1845, AIDA-1)
E. coli adhérents et invasifs (AIEC) Diarrhée chronique
Maladie de Crohn
Adhésion et invasion
E. coli entérohémorragiques (EHEC) Diarrhée aqueuse puis colites hémorragiques
SHU
PTT
Toxines (Stx1 et/ou 2)
Lésions d’attachement-effacement
E. coli entéroagrégatifs producteurs 
de Shiga-toxines (STEAEC)
SHU Toxines (Stx2)
Facteur d’adhésion
2.1.3. Différents pathovars 
Bien que E. coli soit considéré comme un hôte normal du microbiote intestinal, certaines 
souches d’E. coli ont acquis des facteurs de virulence ou des mutations pathoadaptatives les 
rendant pathogènes pour l’Homme. Les souches d’E. coli à l’origine d’infections extra-
intestinales sont regroupées sous le terme de ExPEC (E. coli pathogènes extra-intestinaux), qui 
comportent les E. coli uropathogènes (UPEC) responsables d’infections du tractus urinaire, et 
les E. coli associés à des méningites et/ou à des septicémies (MNEC). 
Les autres souches d’E. coli, regroupées sous le terme de InPEC (E. coli pathogènes 
intestinaux), peuvent être à l’origine d’infections intestinales. Parmi les souches responsables 
de diarrhées, huit pathovars d’E. coli ont été décrits sur la base de leurs facteurs de pathogénicité 
et des signes cliniques engendrés (TABLEAU 8), i.e. E. coli entéropathogènes (EPEC), E. coli 
entérotoxinogènes (ETEC), E. coli entéroinvasifs (EIEC), E. coli entéroagrégatifs (EAggEC), 
E. coli à adhésion diffuse (DAEC), E. coli adhérents et invasifs (AIEC), E. coli 
entérohémorragiques (EHEC) et E. coli entéroagrégatifs producteurs de Shiga-toxines 
(STEAEC).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AAF/1 : adhesin involved in diffuse adherence ; AIDA-1 : adhesin involved in diffuse adherence ;      
BFP : bundle forming pili ; CFA : colonization factor antigen ; EAST : enteroaggregative E. coli heat 
stable enterotoxin ; PTT : purpura thrombotique thrombocytopénique ; SHU : syndrome hémolytique
et urémique ; Stx : Shiga-toxine 
TABLEAU 7. Les huit classes d’E. coli responsables de diarrhées chez l’Homme 
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L’analyse phylogénétique des E. coli a permis de les classer en cinq groupes majeurs, à 
savoir : A, B1, B2, D et E (FIGURE 26). Les E. coli des phylogroupes A et B1 sont 
majoritairement retrouvés chez les Hommes et les animaux tandis que ceux appartenant aux 
phylogroupes B2 et D sont minoritaires et souvent impliqués dans des pathologies bactériennes.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 26. Arbre phylogénétique des E. coli entéropathogènes (D’après Croxen 
et al., 2013) 
Les souches d’E. coli entéropathogènes peuvent être regroupées en 5 groupes 
phylogénétiques majeurs : A (bleu), B1 (vert), B2 (brun), D (rose), et E (rouge). Les Shigella 
et les E. coli entéroinvasifs sont dans des groupes phylogénétiques supplémentaires en noir.
AIEC : E. coli adhérents et invasifs ; EAEC : E. coli entéroagrégatifs ; EPEC : E. coli
entéropathogènes ; ETEC : E. coli entérotoxinogènes ; STEC : E. coli producteurs de shiga-
toxines 
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Les E. coli entéropathogènes (EPEC) sont responsables de diarrhées infantiles 
(enfants de moins de 3 ans). Le pouvoir pathogène des EPEC est dû à la capacité d’adhérer aux 
entérocytes de l’intestin grêle et l’induction de lésions histopathologiques dites «d’attachement 
effacement (A/E)». L’adhésion des EPEC à la surface des entérocytes au niveau de la bordure 
en brosse grâce à des pili BFP (« bundle forming pili ») est suivie d’une désorganisation du 
cytosquelette de la cellule hôte entraînant un effacement des microvillosités et la formation 
d’une zone étroite de contact formant un piédestal entre les EPEC et l’épithélium intestinal. Les 
gènes impliqués dans ce phénotype sont localisés au niveau d’un îlot de pathogénicité, le locus 
d’effacement des entérocytes (LEE), et comprennent le gène eae codant l’intimine.  
 
Les E. coli entérotoxinogènes (ETEC) sont responsables de la diarrhée du voyageur 
ou « turista » et de diarrhées infantiles dans les pays en voie de développement. Les ETEC sont 
capables de coloniser la partie proximale de l’intestin grêle grâce à des facteurs de colonisation 
fimbriaires spécifique d’espèce, les CFA (« colonization factor antigen ») n’induisant pas de 
destruction des microvillosités, et produisent des entérotoxines thermolabiles et/ou 
thermostables provoquant une sécrétion active d’eau et d’électrolytes.  
 
Les E. coli entéroinvasifs (EIEC) sont responsables de diarrhées aqueuses pouvant 
évoluer vers un syndrome dysentérique. Le pouvoir pathogène des EIEC est dû essentiellement 
à leur capacité à envahir les cellules épithéliales intestinales. La stratégie d’infection et le 
mécanisme de virulence sont similaires à ceux des Shigelles, par translocation via les cellules 
M des plaques de Peyer, invasion et multiplication dans les entérocytes puis atteinte de la 
lamina propria. 
 
Les E. coli entéroagrégatifs (EAggEC) sont responsables d’infections digestives 
analogues à celles dues aux EPEC mais plus persistantes. Ces souches sont caractérisées par un 
phénotype d’adhésion agrégatif en formant des « amas en mur de brique ». Cette adhésion est 
associée à la présence de gènes plasmidiques codant des structures fimbriales flexibles, les 
AAF/1 (« aggregative adherence fimbriae 1 »). De plus, certaines souches produisent 
l’entérotoxine thermostable EAST (« enteroaggregative E. coli heat stable enterotoxin »). 
 
Les E. coli à adhésion diffuse (DAEC) sont responsables de diarrhées pouvant être 
aqueuses et contenir du mucus, essentiellement chez les jeunes enfants (entre 1 et 5 ans). Deux
groupes de facteurs d’adhésion confèrent un phénotype d’adhésion « diffuse », les adhésines 
LES Escherichia coli ENTÉROHÉMORRAGIQUES 
62 
du groupe Afa/Dr dont l’adhésine fimbriale F1845 et une protéine de membrane externe, AIDA-
1 (« adhesin involved in diffuse adherence »). 
 
Les E. coli adhérents et invasifs (AIEC) ont été isolés de biopsies de muqueuse iléale 
chez des patients atteints de la maladie de Crohn. Ces bactéries sont capables d’adhérer et 
d’envahir les cellules épithéliales intestinales. L’adhésion des AIEC à la surface des entérocytes 
est possible grâce à la reconnaissance du récepteur CEACAM6 (« carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 6 ») par les pili de type 1. De plus, ces souches présentent non 
seulement la capacité de survivre mais également de se multiplier dans les macrophages en 
induisant une forte sécrétion de TNF-α (« tumor necrosis factor α »). 
 
Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont définis comme étant le sous-groupe 
pathogène pour l’Homme des E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC). Les EHEC sont
responsables de troubles allant de la diarrhée aqueuse à la colite hémorragique. Dans les cas les 
plus graves, ces signes digestifs peuvent être associés à une insuffisance rénale sévère, le 
syndrome hémolytique et urémique ou « SHU », ou à un purpura thrombotique 
thrombocytopénique (« PTT ») parfois accompagné d’une atteinte du système nerveux central. 
Le pouvoir pathogène des EHEC est dû essentiellement à la production de Shiga-toxines 1 et/ou 
2 et à l’adhésion aux cellules épithéliales intestinales via l’intimine. Par ailleurs, Les facteurs 
de virulence et le pouvoir pathogène des EHEC seront détaillés dans la partie 2.3. 
 
Les E. coli entéroagrégatifs producteurs de Shiga-toxines (STEAEC) ont été décrits 
suite à une épidémie en Europe en 2011, dont le foyer initial était l’Allemagne et impliquait des 
graines germées de fenugrec contaminées par la souche O104:H4. Les STEAEC ne semblent 
pas présenter de nouveaux facteurs de virulence mais plutôt une combinaison de ceux des 
EHEC et des EAggEC ; ils résulteraient de l’insertion des phages portant les gènes stx dans le 
génome d’une souche EAggEC. Leur pouvoir pathogène est dû essentiellement à une très forte 
adhésion aux cellules de l’épithélium intestinal sous la dépendance du gène aggR, codant un 
facteur de régulation de l’expression de fimbriae, et à la production de Shiga-toxine 2. Cette 
souche a la particularité de ne pas posséder dans son génome les gènes eae (codant l’intimine), 
hlyA (codant l’hémolysine A) et astA (codant l’EAST).  
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2.2. Aspects cliniques et épidémiologiques des infections à 
EHEC
2.2.1. Historique 
La classification des EHEC comme un pathovar distinct au sein des E. coli pathogènes 
résulte d’observations épidémiologiques et cliniques. En 1982, deux épidémies de colites 
hémorragiques survenues dans le Nord des États-Unis ont été associées à l’ingestion de 
hamburgers insuffisamment cuits. Une souche d’E. coli de sérotype alors inhabituel (O157:H7) 
a été isolée à la fois dans les selles des patients et dans la viande de bœuf du lot des hamburgers 
incriminés (Karmali et al., 1983 ; Riley et al., 1983). En 1985, la relation entre la présence d’E. 
coli O157:H7 produisant des Shiga-toxines dans les selles d’enfants et les signes cliniques, i.e. 
les colites hémorragiques et le SHU, est établie (Karmali et al., 1983). Ainsi, deux observations 
microbiologiques et cliniques clés lors d’épidémies, l’une basée sur une bactérie E. coli de 
sérotype rare et l’autre basée sur la production d’une cytotoxine spécifique, ont conduit à la 
reconnaissance d’une nouvelle classe d’agents pathogènes entériques responsables d’une 
maladie caractérisée par des signes intestinaux et rénaux. 
 
 
2.2.2. Réservoirs et vecteurs 
Le tube digestif des ruminants domestiques, et plus particulièrement des bovins, est le 
principal réservoir des STEC. Chez ces animaux, le portage est asymptomatique et ils 
participent à la contamination de l’environnement via leurs fèces. Une étude épidémiologique 
menée sur une année en Auvergne a montré que plus de 70% des bovins hébergent des STEC 
(Pradel et al., 2000). Plus récemment, une autre étude a montré qu’en France, 1,8 % des bovins 
aux abattoirs hébergent au moins l’un des cinq sérotypes STEC considérés comme hautement 
pathogènes pour l’Homme à savoir O157:H7, O26:H11, O103:H2, O111:H8 et O145:H28 
(Bibbal et al., 2015). Entre 0,4 et 3% des carcasses bovines seraient contaminées par E. coli 
O157:H7 dans les abattoirs eurasiens (Carney et al., 2006 ; Gun et al., 2003 ; Guyon et al., 2001
; Rhoades et al., 2009). Dans une moindre mesure, d’autres animaux d’élevage (agricole et zoo) 
ou sauvages peuvent être porteurs sains de STEC (Ferens et Hovde 2011 ; Mohammed Hamzah 
et al., 2013).  
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La majorité des épidémies recensées à ce jour est liée à l’ingestion de denrées animales 
ou d’origine animale contaminées par des EHEC. La viande de bœuf insuffisamment cuite 
constitue la principale source de contamination. D’autres aliments ont été incriminés tels que 
les produits laitiers et jus de fruits non pasteurisés, légumes crus et graines germées (Gouali et 
Weill 2013). Les autres modes de transmission des infections à EHEC chez l’Homme sont la 
transmission interhumaine et le contact direct avec des animaux porteurs et excréteurs de ces 
bactéries (FIGURE 27). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.3. Aspects cliniques 
L’évolution clinique des infections à EHEC est schématisée dans la FIGURE 28. La 
période d’incubation est en moyenne de deux à dix jours. La principale manifestation clinique 
est la colite hémorragique se caractérisant par des crampes abdominales et une diarrhée 
initialement aqueuse puis sanglante. Des complications pouvant mettre en jeu le pronostic vital 
des patients apparaissent dans environ 10% des cas, en moyenne une semaine après le début 
des symptômes digestifs. Elles se présentent sous forme de microangiopathies thrombotiques 
de deux types, (i) le SHU particulièrement chez l’enfant âgé de moins de 3 ans et les personnes 
âgées et (ii) le PTT chez l’adulte. 
 
 
 
FIGURE 27. Flux de STEC et voies de contamination de l’Homme par les EHEC
(D’après Brugère et al., 2012) 
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7 jours
90%
10%
10%
90%
Résolution
Résolution
SHU
Syndrome Hémolytique et Urémique
- Thrombopénie
- Anémie hémolytique
- Insuffisance rénale aiguë
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2.2.3.1. SHU  
Chez les enfants âgés de moins de 15 ans, la colite hémorragique peut évoluer dans 2 à 
10% des cas vers un SHU (Smith et al., 2014 ; Espié et al., 2008). Ce syndrome est caractérisé 
par une triade de symptômes associant une anémie hémolytique, une thrombopénie et une 
insuffisance rénale aiguë. Les lésions rénales les plus fréquentes sont une microangiopathie 
thrombotique glomérulaire caractérisée par un épaississement des parois capillaires 
glomérulaires et/ou des artérioles et la présence de micro-agrégats plaquettaires dans les 
FIGURE 28. Évolution clinique des infections à E. coli entérohémorragiques
(Adapté de Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2012) 
EHEC : E. coli entérohémorragique ; SHU : syndrome hémolytique et urémique ; PTT : 
purpura thrombotique thrombocytopénique 
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capillaires et les artérioles. Le traitement du SHU est symptomatique et fonction de la sévérité 
des symptômes (nutrition parentérale, transfusion, dialyse) (Keir, 2015). 
 
2.2.3.2. PTT
Le PTT touche principalement l’adulte. Il est caractérisé par une anémie hémolytique 
microangiopathique, une thrombopénie, de la fièvre, des troubles neurologiques avec une 
insuffisance rénale aiguë. Des signes neurologiques sont observés dans 90% des cas d’évolution 
létale. Un traitement par exsanguinotransfusion ou plasmaphérèse associé à la perfusion de 
plasma frais congelé permet une évolution favorable dans plus de la moitié des cas (Smith et 
al., 2014 ; Espié et al., 2008). 
 
 
2.2.4. Aspects épidémiologiques 
Depuis la découverte des EHEC aux États-Unis au début des années 1980, de 
nombreuses épidémies et cas sporadiques ont été recensés au niveau mondial. Parmi les pays
industrialisés, les États-Unis, le Canada et le Royaume-Uni sont les plus concernés par ce type 
d’infection (Beutin 2006 ; Nataro et Kaper 1998 ; Rangel et al., 2005) mais des cas ont aussi 
été recensés dans des pays en développement (Effler et al., 2001). Il est à noter que les taux 
d’infection à EHEC peuvent être sous-estimés dans les pays manquant de capacités de 
diagnostic (Tarr et al., 2005).  
 
Chaque pays possède un système de surveillance qui lui est propre et les méthodes de 
détection utilisées sont variables. En France, les infections à EHEC ne figurent pas sur la liste 
des maladies à déclaration obligatoire. En l’absence de recherche systématique de ces bactéries 
en routine par les laboratoires d’analyses biologiques et médicales, la surveillance de ces 
infections repose sur la détection du SHU post-diarrhéique chez l’enfant âgé de moins de 15 
ans par un réseau de néphrologues pédiatres. Depuis 2002, la surveillance par le Centre National 
de Référence des E. coli et Shigella permet de suivre l’évolution des tendances spatio-
temporelles du SHU chez l’enfant, de déterminer les caractéristiques cliniques, 
microbiologiques et épidémiologiques des malades et de détecter des cas groupés de SHU ou 
d’infections à EHEC (Espié et al., 2008). Conjointement, des réseaux internationaux participent 
à l’harmonisation des protocoles de détection et de déclaration (Beutin 2006). 
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2.2.4.1. Épidémies dans le monde 
Les épidémies à EHEC sont d’importance variable, elles peuvent se présenter sous la 
forme de petites épidémies de moins d’une dizaine de cas ou d’épidémies de plus grande 
ampleur avec plusieurs centaines, voire plusieurs milliers de cas (TABLEAU 8) (Majowicz et al., 
2014). D’une manière générale, les EHEC constituent la cause majeure des diarrhées 
hémorragiques et des SHU dans les pays à climat tempéré. Le continent Nord-Américain est le 
plus touché : entre 1982 et 2002, 350 épidémies ont été recensées avec 8600 cas, 4% de SHU 
et 0,5% de décès (Mariani-Kurkdjian et Bingen 2012; Rangel et al., 2005). En 1996, le Japon a 
été le siège de la plus grande épidémie répertoriée à ce jour avec 9451 cas, 1808 hospitalisations, 
101 SHU et 12 décès. D’autres épidémies de plus faible ampleur ont également été décrites en 
Asie et Pacifique Sud (Thaïlande, Malaisie, Corée, Chine et Australie), Amérique du Sud 
(Argentine) et en Afrique (Afrique du Sud) (Reilly 1998). En Europe, des épidémies pouvant 
atteindre des centaines de cas d’infection à EHEC ont été signalées au Royaume-Uni entre 1992 
et 2002 (Gillespie et al., 2005). En 2011, le bilan d’une épidémie due à une souche STEAEC 
en Europe, fait état de 3816 cas, 845 SHU et 54 décès  répartis dans 15 pays, l’essentiel des cas 
se situant en Allemagne (EFSA, 2013). Ainsi, un total de 9485 infections confirmées à STEC 
a été signalé en 2011 dans l’Union Européenne, soit une augmentation d’un facteur 2,6 par 
rapport à 2010, essentiellement due à l’épidémie allemande (EFSA, 2013).  
 
Bien que le nombre de cas détectés d’infections à EHEC ait augmenté avec le temps,
reflétant peut-être de meilleures techniques de détection, le diagnostic de SHU chez les enfants 
est resté stable au cours des vingt dernières années dans les pays industrialisés, et la mortalité 
associée a diminué. Cependant, des fluctuations de l’incidence du SHU peuvent se produire lors 
des épidémies localisées.  
 
 
2.2.4.2. Épidémies en France 
En France, le système de surveillance a permis de détecter plusieurs épidémies 
d’infections à EHEC avec une source alimentaire commune identifiée. Deux épidémies 
majeures ont été recensées en 2005 : la première (69 cas dont 17 SHU) dans les régions 
Aquitaine et Midi- Pyrénées était liée à la consommation de steaks hachés surgelés, la seconde 
(17 cas de SHU) en Normandie était liée à la consommation de fromages au lait cru – type pâte 
molle à croûte fleurie – (Espié et al., 2006). En 2011, deux épidémies sont survenues : la 
première (19 cas de SHU) dans le grand quart nord-est du pays, liée à la consommation  
LES Escherichia coli ENTÉROHÉMORRAGIQUES 
68 
TABLEAU 8. Liste non exhaustive des principales épidémies à Escherichia coli 
producteurs de Shiga-toxines survenus dans le monde depuis 2005
(Modifié d’après Brugère et al., 2012) 
SÉROGROUPE/SÉROTYPE PAYS (ANNÉE) MODE DE TRANSMISSION (ORIGINE) NOMBRE DE CAS
O157:H7 États-Unis (2014) Alimentaire (viande bovine) 12
O121 États-Unis (2014) Alimentaire (graines germées) 19
O157:H7 États-Unis (2013) Alimentaire (Salade verte) 33
O121 États-Unis (2013) Alimentaire (produits surgelés) 35
O157 France (2013) Alimentaire (fromage au lait cru) 8
O157:H7 France (2012) Alimentaire (viande bovine) 4
O111 France (2012) Transmission interhumaine (crèche) 4
O157 Japon (2012) Alimentaire (cornichons) 94
O157:H7 États-Unis (2012) Alimentaire (graines germées) 29
O104:H4 France (2011) Alimentaire (graines germées) 24
O104:H4 Allemagne (2011) Alimentaire (graines germées) 3816
O145:H28 Norvège (2009) Transmission interhumaine (crèche) 16
O157 Angleterre (2009) Contact avec des animaux de ferme 36
O157:H- Pays-Bas (2008-2009) Alimentaire (viande bovine) 20
O157 États-Unis (2008) Alimentaire (viande de bœuf) 99
O111 États-Unis (2008) Alimentaire (non précisé) 341
O157:H- États-Unis (2008) Alimentaire (lait cru) 14
O157:H- Pays-Bas ; Islande (2007) Alimentaire (salade verte) 50
O26:H11 Danemark (2007) Alimentaire (viande bovine) 20
O26 ; 0145 Belgique (2007) Alimentaire (glace au lait pasteurisé) 12
O157 Angleterre (2007) Alimentaire (viande aviaire) 12
O157:H7 États-Unis (2006) Alimentaire (salade verte) 77
O157:H7 Japon (2006) Contact avec des animaux de ferme 4
O157:H7 États-Unis (2006) Alimentaire (épinards) 205
O103 Japon (2006) Transmission interhumaine (crèche) 8
O103:H25 Norvège (2006) Alimentaire (viande ovine) 17
O26:H11 Japon (2006) Transmission interhumaine (crèche) 6
O157:H7 France (2005) Alimentaire (viande bovine) 69
O26:H11 France (2005) Alimentaire (fromage au lait cru) 17
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ANNÉE
NOMBRE DE
CAS DE SHU
INCIDENCE
ANNUELLE
ANNÉE
NOMBRE DE
CAS DE SHU
INCIDENCE
ANNUELLE
1996 81 0,66 2006 104 0,87
1997 92 0,75 2007 74 0,62
1998 76 0,59 2008 112 0,94
1999 93 0,76 2009 109 0,91
2000 79 0,64 2010 122 0,99
2001 74 0,61 2011 162 1,32
2002 73 0,60 2012 145 1,20
2003 80 0,66 2013 152 1,22
2004 87 0,72 2014 117 0,99
2005 112 1,01 TOTAL 1954
de steaks hachés et hamburgers surgelés, la seconde (12 cas de diarrhée, 5 cas de diarrhée 
sanglante et 7 SHU) dans la région de Bègles (Aquitaine) liée à la consommation de graines 
germées de fenugrec ou résultant d’une transmission interhumaine (cas secondaires) dans 
l’entourage d’un individu ayant consommé des graines germées contaminées. Une enquête 
européenne de traçabilité sur l’origine des graines de fenugrec incriminées a permis d’identifier 
un producteur et un lot de graines commun entre les épidémies aquitaine et allemande (King et 
al., 2012). Deux épidémies à EHEC ont été identifiées en 2012 : une épidémie (4 cas de SHU) 
en Aquitaine, liée à la consommation de steaks hachés de bœuf et une épidémie (4 cas de SHU) 
dans une crèche bretonne due à une transmission interhumaine (King et al., 2013). Enfin, une 
épidémie à EHEC O157 a été identifiée en Normandie en mai 2013 (8 cas dont 5 SHU) en lien 
probable avec la consommation de fromages au lait cru (King et al., 2014). 
 
2.2.4.3. Données épidémiologiques du SHU pédiatrique en France 
 En 2014, 117 cas de SHU et un décès suite à un SHU, ont été notifiés par le réseau de 
surveillance français. Au total, 84% des patients parmi les 117 cas testés présentaient une 
infection confirmée à EHEC (King et al., 2014). L’incidence annuelle en 2014 du SHU est de 
0,99/100 000 enfants de moins de 15 ans. Les incidences annuelles moyennes départementales 
du SHU pour 100 000 enfants de moins de 15 ans pour les périodes 1996-2014 sont présentées 
dans le TABLEAU 9.
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TABLEAU 9. Incidence annuelle de SHU par 100000 enfants 
de moins de 15 ans, France, 1996-2014 (D’après King et al., 2015) 
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(A) Période 1996 - 2007 (B) Période 1996 - 2013 
(C) 2014 
FIGURE 29. Distribution géographique de cas de SHU en France chez l’enfant de moins de 
15 ans (D’après King et al., 2008 ; 2014 ; 2015) 
Incidence moyenne du SHU par 100000 enfants au niveau départemental de (A) 1996 – 2007 ;
(B) 1996 – 2013 et (C) au niveau régional en 2014. Depuis 1996, l’incidence annuelle moyenne la plus 
élevée a été observée dans les régions de Franche-Comté, Bretagne et Auvergne.  
FIGURE 30. Distribution mensuelle du nombre de SHU chez l’enfant
de moins de 15 ans, France, 2009-2014 (D’après King et al., 2015) 
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Les incidences annuelles moyennes régionales du SHU par 100 000 enfants de moins 
de 15 ans en 2014 et départementales pour les périodes 1996-2007 et 1996-2013 sont présentées 
en FIGURE 29. Depuis 1996, les incidences annuelles moyennes les plus élevées ont été 
observées dans les régions de Franche-Comté (1,7/100 000) et Bretagne (1,4/100 000), et au 
niveau départemental dans le Finistère (2,4/100 000), la Manche (2,1/100 000), le Doubs 
(2,1/100 000) et le Puy de Dôme (incidence > 1,5/100 000).  
 
Par ailleurs, une recrudescence estivale du nombre de cas est observée avec 43% des 
cas survenant entre juillet et septembre (FIGURE 30). Le pic saisonnier habituel a été observé 
en 2014, moins marqué cependant qu’en 2013. Cette augmentation estivale est également 
observée dans d’autres pays européens et serait liée à une augmentation de l’excrétion fécale 
des STEC chez les animaux porteurs (Mariani-Kurkdjian et Bingen 2012). En 2014, 66% des 
enfants atteints de SHU étaient âgés de 3 ans et moins (âge médian de 29 mois – 2 mois à 14 
ans –) et 62% des cas notifiés étaient des filles. Depuis le début de la surveillance en 1996, 
l’incidence la plus élevée est observée chez les enfants de moins de 3 ans : 2,9/100000 (Bruyand 
et al., 2015). La proportion de cas d’infections intestinales à EHEC qui évoluent vers un SHU 
va de 3 à 9% dans les cas sporadiques (contre 20% dans certaines épidémies) mais les STEC 
ne sont pas recherchés de façon systématique chez les patients atteints de diarrhées. Des facteurs 
de sensibilité individuelle de l’hôte semblent jouer un rôle déterminant dans le déclenchement 
de la maladie. 
 
 
2.2.4.4. Prévalence et classifications des STEC 
2.2.4.4.1. Sérotypes les plus fréquents 
L’analyse des données épidémiologiques mondiales montre que plus de 400 sérotypes 
O:H distincts d’E. coli peuvent comprendre des souches productrices de Shiga-toxines. Toutes 
ne sont pas pathogènes pour l’Homme mais certaines sont associées à l’apparition de colites
hémorragiques et de SHU. À titre d’exemple, une étude réalisée à Clermont-Ferrand a permis 
de mettre en évidence une prévalence de 2,5% de STEC chez 394 enfants hospitalisés – motif 
variable selon l’étiologie – ne présentant pas de diarrhée (Pradel et al., 2000). La recherche 
systématique des EHEC dans les selles et/ou l’écouvillonnage rectal chez les patients atteints 
de SHU a permis d’améliorer les connaissances sur les sérogroupes d’EHEC en France. Le 
sérotype O157 est le plus fréquemment retrouvé avec 41,1 % des cas européens et 33 % des cas 
français en 2011 (EFSA 2013 ; King et al., 2013). Mise à part le sérotype O157:H7, seul un 
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TABLEAU 10. Classification des sérotypes de STEC en séropathotypes 
(D’après Brugère et al., 2012) 
SÉROPATHOTYPE
INCIDENCE
RELATIVE
IMPLICATION DANS
DES ÉPIDÉMIES
ASSOCIATION AVEC LES SHU OU
LES COLITES HÉMORRAGIQUES
SÉROTYPES
A Élevée Fréquente Oui O157:H7, O157:NM
B Modérée Non fréquente Oui
O26:H11, O103:H2, O111:H8, 
O111:NM, O121:H19, 
O145:NM
C Faible Rare Oui
O91:H21, O104:H21, 
O113:H21 et autres sérotypes
D Faible Rare Non Multiples sérotypes
E
Absente chez 
l’Homme
Non applicable Non applicable Multiples sérotypes
nombre restreint d’autres sérotypes a été associé à des épidémies, i.e. O26:H11, O103:H2, 
O111:H8, O145:H28 et leurs dérivés non mobiles (TABLEAU 10). Les souches de ces cinq 
sérotypes sont les plus souvent associées à des signes cliniques graves (SHU) et aux épidémies 
et ont été définis comme des souches « EHEC typiques majeures ». Ces dernières ont la 
possibilité de provoquer des lésions d’attachement et d’effacement (A/E) des entérocytes 
(décrites dans le paragraphe 2.3.3.1). Parallèlement, des cas d’infections à EHEC « atypiques » 
existent, comme celles provoquées par des souches des sérogroupes O91, plutôt retrouvé chez 
l’adulte, et O104 ne produisant pas de lésions A/E (Guillard et al. 2015 ; Brugère et al. 2012 ; 
Beutin et al. 2007). En France, les infections à EHEC confirmées en 2013 étaient positives dans 
43% des cas pour O157, 19% pour O26, 9% pour O80, 6% pour O121, 6% pour O111, 5% pour 
O145 et 2% étaient non-sérotypables (King et al., 2014). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
NM : non mobile 
 
2.2.4.4.2. Classification des STEC en séropathotypes 
Une classification des STEC en cinq séropathotypes (de A à E; TABLEAU 11) a été 
proposée par Karmali et collaborateurs (2003). Cette classification est basée sur (i) l’incidence 
relative des sérotypes dans les infections humaines, (ii) leur fréquence d’implication dans des 
épidémies et (iii) leur association ou non avec des symptômes cliniques sévères. Les 
séropathotypes A et B incluent les souches associées aux épidémies avec SHU, le séropathotype 
A regroupant les souches de sérotype O157:H7. Le séropathotype C comprend les souches 
associées aux cas sporadiques de SHU. Le séropathotype D regroupe les souches ayant une 
faible incidence sur l’Homme et non associées à des SHU ou des colites hémorragiques. Enfin, 
les souches du séropathotype E ne sont pas retrouvées chez l’Homme et sont considérées 
comme non pathogènes.
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FIGURE 31. Représentation en ruban de la 
structure cristalline des Shiga-toxines 
(D'après Odumosu et al., 2010) 
La sous-unité A, StxA (en bleu), est composée de 
deux fragments peptidiques liés de manière covalente 
par une liaison disulfure : A1 (28 kDa) et A2 (4 kDa). 
Le clivage de ces deux fragments en Cys242-Cys261 
dans l’appareil de Golgi est requis pour l’activation du 
fragment A1. Les sous-unités de StxB (7,7 kDa) 
s’associent pour former un homopentamère.  
2.3. Facteurs de virulence et pouvoir pathogène 
Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la physiopathologie des 
infections humaines dues aux EHEC, il est important de bien connaitre les différents facteurs 
de virulence décrits à ce jour chez ces bactéries. La virulence des EHEC est associée à deux 
processus : la production de Shiga-toxines et la colonisation du tube digestif des patients (Ho 
et al., 2013 ; Mariani-Kurkdjian et Bonacorsi 2014).  
 
 
2.3.1. Shiga-toxines 
2.3.1.1. Structure 
La virulence des EHEC est principalement associée à la production et la libération de 
Shiga-toxines (encore appelées vérotoxines). Ces exotoxines ont un effet cytopathogène sur 
certaines lignées cellulaires (cellules Vero, HeLa, KB) et présentent des homologies de 
séquence en acides aminés avec la toxine de Shiga produite par Shigella dysenteriae type 1. 
Deux types de Shiga-toxines (Stx) ont été identifiés : Stx1 et Stx2, présentant respectivement 
99% et 56% d’homologie avec la toxine de Shigella. Les Shiga-toxines sont des 
hétéropolymères de 70,5 kDa constitués d’une sous-unité enzymatique A de 32 kDa et de 5 
sous-unités B de 7,7 kDa, chacune permettant la liaison des toxines au récepteur cellulaire 
globotriosyl céramide 3 ou Gb3 (galactose-α (1-4), galactose-β (1-4) glucose céramide). Les 
données cristallographiques montrent que les sous-unités forment un anneau pentamérique dans 
lequel s’insère l’extrémité carboxy-terminale de la sous-unité A (Johannes et Römer 2010). Une 
représentation en ruban de la structure cristalline des Stx est présentée dans la FIGURE 31. 
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FIGURE 32. Régulation de l’expression des gènes stx (D’après Waldor et Friedman, 2005)
(a) La répression lysogénique : la réplication du phage est réprimée par le répresseur cI fixé 
sur les opérateurs OL et OR présents sur les promoteurs des gènes précoces du phage PL et PR.
En absence de RecA, cI initie la transcription depuis PRM et synthétise le répresseur pour maintenir 
le cycle lysogénique. En absence de Q, la transcription initiée au promoteur PR’ se termine 
immédiatement en aval du terminateur. Le signal       indique l’action d’agents qui provoquent 
la réponse SOS conduisant à l’augmentation de production et d’activation de RecA qui facilite 
l’auto clivage de cI et lève la répression. (b) L’induction lytique : la cascade de régulation 
commence par l’initiation de la transcription aux promoteurs PL et PR qui se termine après 
a synthèse d’un message court permettant l’expression de N, qui agit aux sites NUT de l’ARN. 
Ensuite Q s’exprime et agit sur le site qut de l’ADN permettant ainsi de modifier l’initiation 
de la transcription au PR’ en une forme résistante à la terminaison. Ceci permet la transcription 
des gènes en aval comme les gènes stx et lys et aussi la plupart des gènes requis pour la production 
du phage viable.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Facteurs de virulence et pouvoir pathogène 
75 
2.3.1.2. Variants 
Des variants des toxines Stx1 et Stx2 ont été identifiés. Ils diffèrent par des substitutions 
d’acides aminés dans leurs sous-unités A et B, influençant la toxicité et la spécificité des toxines 
vis-à-vis du récepteur Gb3 (Prager et al., 2011). D’après la nomenclature standardisée des 
variants Stx proposée par Scheutz et al. (2012), les groupes Stx1 et Stx2 sont constitués 
respectivement de trois (Stx1a, Stx1c et Stx1d) et sept (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f 
et Stx2g) sous-types. Bien que les toxines des groupes Stx1 et Stx2 se distinguent par leurs 
propriétés immunologiques, leur mécanisme d’action et leurs propriétés biochimiques sont 
similaires. Cependant, l’issue clinique des infections à EHEC dépend, en grande partie, du 
génotype stx de la souche infectante, Stx2 étant la plus souvent associée aux cas pathologiques 
les plus sévères (Boerlin et al., 1999 ; Siegler et al., 2003). De plus, la présence des sous-types 
stx2a ou stx2c est associée aux pathologies les plus sévères comme la colite hémorragique et le 
SHU, tandis que stx2e et stx2f sont associés aux diarrhées et au portage asymptomatique 
(Friedrich et al., 2002 ; Orth et al., 2007). Par ailleurs, l’analyse phylogénétique associée au 
génotypage stx de la souche semble être hautement prédictif de la pathogénicité. En effet, les 
différents variants Stx ne sont pas isolés avec la même fréquence lors des d’infections par les 
EHEC. À titre d’exemple, le variant Stx1 n’est pas présent seul chez les souches de 
séropathotype A, le plus virulent. Il est en revanche présent, seul ou avec Stx2, chez les souches 
appartenant aux autres séropathotypes, en particulier chez les sérotypes qui ne sont pas 
retrouvés lors d’infections ou associés aux cas les moins sévères d’infection (Girardeau et al.,
2005). 
 
Les mécanismes de régulation de l’expression de ces toxines sont encore mal compris. 
Le prophage est maintenu en phase lysogénique par le répresseur cI produit par l’expression 
constitutive des gènes présents sur le phage lui-même. Ce répresseur se fixe sur des opérateurs 
présents sur les promoteurs des gènes précoces du phage, pL et pR. Les gènes stx sont situés en 
aval d’un autre promoteur tardif du phage, pR’. Un terminateur de transcription assure 
l’inefficacité de ce promoteur lors de la lysogénie. En revanche, lorsque le phage est induit, le 
répresseur cI est clivé, l’expression des gènes précoces (de réplication du phage notamment) 
est rendue possible. Parmi ces gènes précoces se trouve aussi le gène codant pour 
l’antiterminateur Q qui permet la transcription des gènes tardifs du phage, dont les gènes stx et 
les gènes de lyse, à partir du promoteur pR’ (FIGURE 32).  
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Les phages portant les gènes stx sont inductibles, comme tous les phages de type λ, par un 
système bactérien de réponse au stress : le système SOS. Tous les agents responsables de dommages 
à l’ADN comme les rayons UV ou certains antibiotiques tels que les quinolones, le triméthoprime 
ou la mitomycine C sont capables de déclencher la réponse SOS bactérienne, le cycle lytique des 
phages et par conséquent la production de Stx (Wagner et Waldor, 2002). 
 
2.3.1.3. Passage des Shiga-toxines au niveau de l’épithélium intestinal 
Les complications systémiques observées au cours des infections à EHEC résultent 
d’une liaison entre les Stx et les récepteurs Gb3 situés sur les cellules endothéliales rénales et 
cérébrales. Il est admis que les Shiga-toxines atteignent les cellules cibles via la circulation 
sanguine (Karmali et al., 1985). Des Stx libres ont été détectées en quantité négligeable dans le 
sérum des patients atteints de SHU mais sont présents en quantité élevée à la surface des
leucocytes polynucléaires (Brigotti et al., 2011). Une fois libérées dans la lumière intestinale, 
les Stx doivent traverser l’épithélium intestinal, qui lorsqu’il est sain, n’exprime pas le récepteur 
Gb3 ou tout autre récepteur aux Stx sauf dans les cellules de Paneth localisées à la base de 
cryptes de Lieberkühn dans l’intestin grêle (Schüller et al., 2007). En revanche, l’expression de 
Gb3 sur l’épithélium colique humain est associée à une malignité et/ou à la présence de 
métastases (Schüller, 2011). Le mécanisme de la translocation des Stx est incertain, les modèles 
animaux disponibles étant inappropriés pour étudier cet aspect de la physiopathologie des 
infections à EHEC. En effet, le récepteur Gb3 est présent dans le côlon distal des souris et, chez 
le lapin l’expression intestinale de Gb3 augmente rapidement avec l’âge (Schüller, 2011). 
 
Différentes voies possibles de translocation des Stx ont été proposées, i.e. Stx1 pourrait 
utiliser un mécanisme de transcytose Gb3-indépendant, alors que la transmigration des 
neutrophiles à travers l’épithélium intestinal permettrait le passage des toxines Stx2 par voie 
paracellulaire (Hurley et al., 2001 ; Yamasaki et al., 1999). Par ailleurs, (Phillips et al. 2000b) 
ont montré, à l’aide de culture in vitro de biopsies intestinales humaines, que les EHEC adhèrent 
principalement à l’épithélium du follicule associé aux plaques de Peyer de l’intestin grêle. Cette 
zone est particulièrement riche en cellules M spécialisées dans la translocation des antigènes du 
microbiote intestinal luminal aux cellules présentatrices d’antigènes sous-jacentes. En raison 
de leur activité de transcytose, les cellules M sont souvent exploitées par des agents pathogènes 
intestinaux et ont également été impliquées dans la translocation de toxines bactériennes,
comme par exemple l’entérotoxine A staphylococcique (Maresca et al., 2007) mais aussi de la 
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Shiga-toxine (Schüller 2011). En effet, Etienne-Mesmin et al. (2011) ont montré que les EHEC 
sont capables de transloquer à travers les cellules M et de survivre et produire des Stx dans les 
macrophages avant d’induire leur apoptose et provoquer un relarguage des toxines dans la 
lamina propria (FIGURE 33). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 33. Nouveau modèle d’infection par les EHEC
(Modifié d’après Etienne- Mesmin et al., 2011) 
Le devenir des EHEC et de leurs toxines dans les cellules épithéliales de 
l’intestin est schématisé. Les Shiga-toxines produites dans la lumière intestinale 
peuvent traverser l’épithélium intestinal humain par macropinocytose et par voie 
paracellulaire. Parallèlement, les EHEC traversent la barrière intestinale via les 
cellules M. Dans la lamina propria, les EHEC pénètrent, survivent et produisent 
des Shiga-toxines dans les macrophages résidents et induisent leur mort 
cellulaire. Les Shiga-toxines libérées pourraient ensuite rejoindre la circulation 
sanguine et atteindre les organes cibles impliqués dans la physiopathologie des 
infections à EHEC  
EHEC : E. coli entérohémorragique ; L.B : Lymphocytes B ; L.T : Lymphocytes 
T ; Stx : Shiga-toxine 
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Par ailleurs, l’infection de cellules épithéliales intestinales par des souches d’EHEC 
stimule la macropinocytose des Stx (Lukyanenko et al., 2011). Ce mécanisme est indépendant 
des lésions A/E et la sécrétion de sérines protéases solubles, comme EspP (« E. coli-secreted 
protein P »), serait suffisante pour induire un remodelage de l’actine cellulaire et stimuler la 
macropinocytose et la transcytose transcellulaire des Stx (In et al., 2013). Parallèlement, il a été 
montré que l’environnement microaérobie de l’intestin humain favorise la macropinocytose de 
Stx2 à travers l’épithélium intestinal humain in vitro avec des teneurs en oxygène comprises 
entre 1,4 et 1,7% (Tran et al., 2014).  
 
Les diarrhées induites par les EHEC s’accompagnent d’une inflammation de la 
muqueuse et de dommages dans le cæcum et le côlon ascendant (Shigeno et al., 2002). Par 
conséquent, il est possible que les Shiga-toxines traversent l’épithélium endommagé à un stade 
ultérieur de l’infection (Schüller 2011).
 
 
2.3.1.4. Mécanisme d’action des Shiga-toxines au niveau des cellules cibles 
La première étape du devenir des Stx dans les cellules cibles est la fixation des toxines 
à la membrane cytoplasmique des cellules endothéliales intestinales, rénales et cérébrales 
exprimant le récepteur glycolipidique, le globotriosyl céramide Gb3. C’est le digalactoside 
terminal, le motif galactose-α (1-4) de ce glycolipide qui est spécifiquement reconnu par les 
sous-unités StxB. La toxine est alors internalisée par endocytose, avec formation d’une vacuole 
de clathrine contenant le complexe toxine/Gb3, puis subit un transport rétrograde à travers 
l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique. La sous-unité A, porteuse de l’activité 
enzymatique, est constituée du fragment A1 contenant le site enzymatique et du fragment A2 
lié par son extrémité carboxy-terminale à trois des cinq sous-unités B (Odumosu et al., 2010). 
Une réduction du pont disulfure reliant ces fragments permet la libération de la sous-unité A1 
dans le cytosol. Celle-ci possède une activité N-glycosidase sur l’adénosine 2348 de l’ARN
ribosomique 28S, bloquant ainsi la sous-unité 60S du ribosome. La sous-unité 60S du ribosome 
n’est alors plus capable d’interagir avec les facteurs d’élongation EF1 et EF2, ce qui entraine 
un arrêt de la synthèse protéique. L’activation séquentielle de caspases (caspases 3, 8 et 9) induit 
la condensation de la chromatine et la fragmentation de l’ADN conduisant à la mort cellulaire 
par apoptose (Johannes et Römer, 2010) (FIGURE 34). 
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FIGURE 34. Mécanisme d’action des Shiga-toxines (Modifié d’après le bilan 
des connaissances relatives aux STEC, AFSSA, 2003) 
(1) Après fixation des toxines Stx sur le récepteur Gb3 présent à la surface des cellules 
endothéliales (reins, cerveau, intestins), on observe : (2) l’internalisation de la toxine dans une 
vacuole d’endocytose, (3) son transport rétrograde de l’appareil de Golgi vers le réticulum 
endoplasmique, (4) la scission de la sous-unité A en 2 parties A1 et A2 (réduction d’un pont 
disulfure) dans le réticulum endoplasmique et (4) la translocation de A1 dans le cytoplasme.
L’activité N-glycosidase d’A1 s’exerce sur l ’ARN28S et entraîne une inhibition totale des 
synthèses protéiques et la mort de la cellule par apoptose (5). 
Gb3 : globotriosyl 3 céramide ; stx A : gène codant la sous-unité A ; stx B : gène codant la sous-
unité B 
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2.3.2. Résistance à l’acidité 
Une des propriétés communes aux agents bactériens pathogènes associés aux voies de 
transmission alimentaire et oro-fécale est la capacité à survivre dans un environnement acide. 
En effet, des acides faibles peuvent être apportés au cours de la fabrication ou de la 
transformation de l’aliment et/ou produits par sa fermentation. Par conséquent, la résistance à 
l’acidité peut permettre aux microorganismes pathogènes de survivre dans les aliments jusqu’à 
leur consommation. Une fois ingéré, l’agent pathogène est confronté à différents types 
d’exposition acide dans le tractus gastro-intestinal : les sécrétions gastriques acides, considérées
comme une barrière bactéricide et les AGCC produits par le microbiote intestinal. Les bactéries 
entériques ont acquis une vaste gamme de systèmes de réponse au stress acide afin de résister 
aux environnements acides rencontrés. Ainsi, la dose infectieuse moyenne des différents agents 
pathogènes entériques reflète leur aptitude relative à résister à cet environnement acide, e.g. 109 
et 102 cellules respectivement pour Vibrio cholerae et Shigella flexneri. Les EHEC auraient des 
doses infectieuses similaires à celles de Shigella spp. (Lin et al. 1996a).  
 
Cinq systèmes de résistance à l’acidité (AR1 à AR5) ont été mis en évidence chez E. 
coli (FIGURE 35). Les trois principales voies de résistance à l’acidité sont AR2, AR3 et AR4. 
Les voies AR2 et AR3 permettent aux bactéries de survivre dans des environnements 
extrêmement acides, i.e. pH 2,5. Les voies du AR4 et AR5 permettent aux E. coli de survivre 
dans des environnements modérément acides i.e. pH 4,5 (Hong et al., 2012; Zhao et Houry 
2010). Le système oxydatif AR1 est encore assez mal connu. Il peut être activé chez des 
bactéries cultivées dans un milieu minimum à pH 2,5 dépourvu d’acides aminés, après une pré-
culture dans un bouillon Luria Bertani à pH 5,5. Ce système est dépendant d’une sous-unité de 
l’ARN polymérase bactérienne (le facteur σS) et de la protéine récepteur du cAMP (adenosine 
monophosphate cyclique) et est réprimé par le glucose. Les voies AR2 à AR5 sont 
respectivement basées sur la décarboxylation du glutamate, de l’arginine, de la lysine et de 
l’ornithine. Toutes ces réactions de décarboxylation consomment un proton et libèrent du 
dioxyde de carbone. De plus, les E. coli présentent dans leur génome les gènes hdeA et hdeB
codant respectivement les protéines chaperonnes HdeA et HdeB. Ces protéines périplasmiques 
confèrent une protection indispensable vis-à-vis des dommages provoqués par un 
environnement acide (pH < 3) compte tenu de la perméabilité de la membrane externe 
bactérienne (Carter et al., 2012). 
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2.3.3. Facteurs d’adhésion 
L’unique production de Shiga-toxines, sans facteur d’adhésion, est jugée insuffisante 
pour induire l’ensemble des aspects de la physiopathologie des infections à EHEC. La plupart
des souches EHEC ont la possibilité de provoquer des lésions d’attachement et d’effacement 
(A/E) des entérocytes de l’iléon distal et du côlon (Yuwen Chong et al. 2007; Shigeno et al. 
2002; Lewis et al. 2015), cependant ces dernières (« EHEC typiques ») sont à différencier des 
EHEC « atypiques » ne produisant pas des lésions A/E mais possédant d’autres mécanismes 
d’adhésion à la muqueuse colique. 
FIGURE 35. Systèmes de résistance à l’acidité chez E. coli (Modifié 
d’après Zhao et Houry, 2010) 
Le système AR1, peu caractérisé, n’apparaît pas dans ce schéma. Les réactions 
de décarboxylation des acides aminés consomment un proton et libèrent du 
dioxyde de carbone. Les acides aminés et les produits de décarboxylation 
correspondants sont représentés sous leur formule chimique. Les protéines 
responsables de la réaction sont indiquées sous les flèches réactionnelles. 
AR2 : système de décarboxylation du glutamate ; AR3 : système de 
décarboxylation de l’arginine ; AR4 : système de décarboxylation de la lysine ;
AR5 : système de décarboxylation de l’ornithine ; Arg : arginine ; Cl- : ion 
chlorure ; CO2 : dioxyde de carbone ; Glu : glutamate ; H+ : ion hydrogène ;
HdeA/B et HsP31 : protéines chaperonnes ; Lys : lysine ; Orn : ornithine 
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(A) Lésion d’attachement-effacement  
(B) Organisation du locus d’effacement des entérocytes  
(C) Représentation schématique du système 
de sécrétion de type III  
(D) Seringue moléculaire 
FIGURE 36. Lésions d’attachement et d’effacement chez les EHEC 
(A) Observation au microscope électronique à transmission des lésions d’attachement et d’effacement 
chez les EPEC/EHEC. La flèche indique le piédestal, constitué d’actine cellulaire, résultant d’une 
désorganisation du cytosquelette de l’entérocyte aboutissant à la destruction locale des microvillosités 
intestinales (D’après Wong et al., 2011). (B) Le LEE, organisé en cinq opérons majeurs, contient des 
gènes codant une protéine de membrane externe (l’intimine) et son récepteur cellulaire spécifique (Tir 
ou Translocated intimin receptor), un système de sécrétion de type III impliqué dans la translocation des 
effecteurs dans la cellule hôte et des protéines sécrétées Esp (D’après Stevens et Frankel 2014). (C)
Représentation schématique du système de sécrétion de type III des EHEC (D’après Stevens et Frankel 
2014). (D) Observation au microscope électronique à transmission d’une seringue moléculaire (désignée 
par la flèche blanche) (D’après Garmendia et al., 2005).  
ADP : adénosine diphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; CesT : Chaperone of E. coli secretion 
T ; Esc : E. coli-secreted component ; Esp : E. coli-secreted protein ; Map : Mitochondrial-associated 
protein ; Sep : Secretion of E. coli proteins ; Tir : Translocated intimin receptor 
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2.3.3.1. Lésion d’attachement-effacement 
Les lésions A/E induites par les « EHEC typiques » sont semblables à celles provoquées 
par les EPEC (FIGURE 36A). Le mécanisme global de l’apparition des lésions A/E résulte de 
l’action combinée de protéines codées par des gènes localisés sur un îlot de pathogénicité de 
43395 pb, le locus d’effacement des entérocytes (LEE) (FIGURE 36B) et peut être décomposé 
en trois étapes : (i) une adhésion des bactéries à la surface des microvillosités intestinales, (ii) 
une injection dans le cytoplasme des entérocytes, via un système de sécrétion de type III 
(FIGURE 36C), d’effecteurs provoquant une dépolymérisation de l’actine cellulaire en regard de 
la zone d’adhésion et (iii) une désorganisation du cytosquelette de l’entérocyte aboutissant à la 
destruction locale des microvillosités intestinales (Stevens et Frankel 2014). Un piédestal 
constitué d’actine cellulaire sur lequel les bactéries peuvent s’enchâsser de façon étroite est 
alors constitué (Frankel et al., 1998 ; Wong et al., 2011).  
 
Le LEE, organisé en cinq opérons majeurs (FIGURE 36B), contient des gènes codant une 
protéine de membrane externe (l’intimine) et son récepteur cellulaire spécifique (Tir ou 
Translocated intimin receptor), un système de sécrétion de type III impliqué dans la 
translocation des effecteurs dans la cellule hôte (FIGURE 36C) et des protéines sécrétées (Esp 
ou E. coli-secreted protein) (Croxen et al., 2013 ; Garmendia, et al., 2005 ; Puhar et Sansonetti 
2014 ; Wong et al., 2011). De plus, il a été montré dans un modèle murin que les lésions A/E 
sont essentielles pour induire la sécrétion d’IgA (Immuno-globuline A) dirigé contre E. coli
O157:H7, contrairement à celle d’IgM et d’IgG (Nagano et al., 2014). 
 
 
2.3.3.2. Long Polar Fimbriae 
Le séquençage génomique de souches « typiques » EHEC O157:H7 indique qu’au 
moins quatorze loci codent des adhésines putatives. Deux de ces régions contiennent des gènes 
étroitement liés à l’opéron lpf (« long polar fimbriae ») de Salmonella enterica serovar
Typhimurium (Bäumler et Heffron, 1995). L’analyse du génome de la souche O157:H7 EDL 
933 a mis en évidence la présence des opérons lpf1 et lpf2, respectivement dans les îlots de 
pathogénicité (O Islands, OI) OI141 et OI154. Les opérons lpf regroupent un ensemble de 
gènes : lpfABCC’DE chez lpf1, qui est similaire à celui retrouvé chez Salmonella (Torres et al., 
2002), et lpfABCDD’ pour lpf2. Les protéines codées par ces gènes produisent les différentes 
unités des Lpf : la sous-unité fimbriale majeure (LpfA), une protéine chaperonne (LpfB), des 
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protéines d’ancrage à la membrane (LpfC et LpfC’) et des sous-unités fimbriales mineures 
(LpfD, LpfD’ et LpfE) (Bäumler et Heffron, 1995). Deux autres opérons lpf ont été décrits : 
l’opéron lpfO113 chez des souches de sérotypes O113:H21 et l’opéron lpfO26 chez des STEC de 
sérogroupes O26 (FIGURE 37) (Doughty et al. 2002b; Toma et al. 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.3.2.1. Distribution des variants lpf 
La prévalence des gènes lpf1 et lpf2 est très élevée chez les souches STEC O157:H7 les 
plus virulentes associées à des épidémies (Szalo et al., 2002 ; Toma et al., 2006 ; Torres et al., 
2004). En analysant les séquences ADN de plusieurs souches STEC qui portent l’opéron LEE, 
différents variants lpf ont été décrits (Torres et al., 2009) : cinq pour lpf1 et trois pour lpf2. Cette 
étude montre qu’il y aurait des associations spécifiques entre les différents variants lpf et ceux 
du gène de l’intimine. De plus certaines combinaisons de variants lpf peuvent être associées à 
FIGURE 37. Organisation génétique des opérons lpf de la souche EHEC 
O157:H7 et O113:H21 (D’après Toma et al., 2004) 
L’analyse du génome de la souche EHEC O157:H7 de référence EDL933 a permis de 
mettre en évidence la présence de 2 opérons lpf localisés au niveau des îlots de pathogénicité 
OI-141 constitué de 6 gènes lpfABCC’DE et OI-154 constitué de 5 gènes lpfABCDD’. 
L’opéron lpf de la souche O113:H21 est constitué de 4 gènes lpfABCD.
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des sérotypes spécifiques c’est le cas de lpfA1-3 et lpfA2-2 uniquement retrouvés chez les 
souches O55:H7 et O157:H7 (Torres et al. 2009). 
 
 
2.3.3.2.2. Régulation de l’expression des lpf  
Différents facteurs environnementaux influencent l’expression des lpf : des études ont 
montré in vitro que chez O157:H7 l’expression des lpf varie en fonction des conditions de 
culture (telles que la température et le pH) et qu’elle était optimale à 37°C en phase de 
croissance exponentielle (Low et al., 2006 ; Torres et al., 2007). L’analyse du promoteur des 
lpf a permis d’identifier deux protéines impliquées dans la régulation de l’opéron lpfA1 d’E. 
coli O157:H7 : H-NS (histone-like nucleoid structure) qui inhibe la transcription de lpfA1 tandis 
que Ler (un gène activateur du LEE) pourrait inhiber l'action de la protéine HNS, induisant 
ainsi l’expression de lpf1 (Torres et al., 2007 ; Torres et al., 2008 ; Rojas-López et al., 2011). 
Récemment, l’effet répresseur de la protéine H-NS sur l’expression des lpf a aussi été décrit 
chez les EPEC (Hu et al. 2015b). Concernant l’operon lpf2 les mécanismes de régulation sont 
peu connus ; cependant lorsque O157:H7 est cultivée en présence de sels biliaires, l’expression 
des lpf2 est augmentée et cette expression semble être médiée par le facteur de transcription Fur 
(Arenas-Hernández et al., 2014). Cet effet des sels biliaires avaient déjà été décrit chez les 
AIEC où c’était le facteur de transcription FhlA qui était impliqué (Chassaing et al., 2013).  
 
2.3.3.2.3. Rôles des Lpf  
Les Lpf, décrits pour la première fois en 1995, seraient impliqués dans le ciblage des 
plaques de Peyer par Salmonella enterica serovar Thyphimurium et les AIEC (Bäumler et al., 
1996 ; Chassaing et al., 2011).  
 
Chez les EHEC, les études actuelles montrent des résultats contradictoires quant au rôle
spécifique des Lpf. (Fitzhenry et al. 2006) ont montré qu’en modèle in vitro de culture d’intestin 
humain (IVOC), la délétion des gènes lpf pertubait le ropisme des EHEC : le mutant semblait 
adhérer à des niveaux plus élevés aussi bien au niveau du FAE mais aussi de la muqueuse 
intestinale, comparativement à la souche sauvage. D’autres études montrent que les Lpf 
semblent être impliqués dans l’adhésion du pathogène aux cellules épithéliales in vitro (Torres 
et al., 2004 ; Torres et al., 2002 ; Farfan et al., 2011) ainsi que dans des modèles de culture 
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d’organes in vitro (Lloyd et al., 2012). Farfan et al. (2011) suggèrent des interactions entre les 
Lpf et les protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine, collagène de type IV et laminine). 
Cependant, Lloyd et al., (2012) ont montré en modèle de culture cellulaire T84, que le double 
mutant lpf adhère à des niveaux plus élevés comparativement à la souche sauvage. De même, 
chez les EPEC ou Citrobacter rodentium, les Lpf ne sont pas impliqués dans l’adhésion aux 
différentes cellules épithéliales Caco2, T84 et Hela (Newton et al., 2004 ; Tatsuno et al., 2006). 
D’autres études in vivo dans différents modèles animaux, tels que le cochon et le mouton, 
suggèrent un rôle des Lpf dans la colonisation intestinale et la persistance d’O157:H7, les 
mutants délétés des gènes lpf étant retrouvés à des niveaux plus faibles dans les fèces que la 
souche sauvage (Jordan et al., 2004). Une étude in vivo chez le lapin a cependant montré que 
cette mutation ne modifiait pas la capacité de colonisation des ETEC (Newton et al., 2004). 
Enfin, les Lpf participeraient à la réponse inflammatoire suite à une infection à EHEC en 
modèle de culture cellulaire T84, en induisant l’expression des gènes de cytokines et leur
sécrétion (Il-8 et CCL20) (Vergara et al., 2014 ; Farfan et al., 2013). 
 
 
2.3.3.3. Autres facteurs d’adhésion 
Des souches LEE-négatives ont été associées à des SHU. Ces souches EHEC « 
atypiques » possèdent d’autres facteurs d’adhésion permettant une colonisation de la muqueuse 
colique, comme par exemple l’adhésine Saa (STEC autoagglutinating adhesin) des souches
O113:H21 isolées en Australie en 1998 ou les facteurs d’adhésion enteroaggrégants décrits chez 
E. coli O111:H2 en France en 1996 et chez E. coli O104:H4 responsable des épidémies 
allemande et française de 2011 (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2012).  
 
Les curli, protéines présentes à la surface des bactéries, ont d’abord été décrits comme 
des facteurs permettant la formation de biofilm sur des surfaces abiotiques et une résistance des 
bactéries aux antiseptiques. Chez E. coli, deux opérons codent les gènes associés à ces facteurs : 
csgDEFG et csgAB (Hammar et al., 1995). Chez les EHEC, il a été montré que les curli étaient 
impliqués dans l’interaction des bactéries avec des cellules épithéliales T84 et plus 
spécifiquement avec les protéines de la matrice extracellulaire (Olsén et al., 1998).  
 
D’autres adhésines potentielles ont également été mises en évidence, comme le facteur 
codé par le locus chromosomique efa-1, des pili de type IV, des médiateurs de l’adhérence sans 
Facteurs de virulence et pouvoir pathogène 
87 
rôle évident dans la pathogénicité, i.e. les adhésines chromosomiques Iha (Vibrio cholerae IrgA 
homologue), Cah (calciumbinding antigen 43 homologue) et OmpA (outer membrane protein 
A) ou encore une protéine fimbriale mineure (YadK) sur-exprimée après un stress acide 
(Chingcuanco et al., 2012 ; Cadona et al., 2013 ; Barnett Foster, 2013). De plus, en ce qui 
concerne efa-1, une version tronquée, toxB existe sur le plasmide pO157 d’O157:H7. Bien que 
toxB soit utile dans le processus d’adhésion aux cellules épithéliales, la présence de ce gène 
influence indirectement l’adhésion en modulant la production et la sécrétion des effecteurs, 
codés par le LEE, requis pour la formation des lésions A/E (Torres et al., 2005).  
 
Ainsi de nombreux facteurs d’adhésion susceptibles de jouer un rôle dans la colonisation 
du tube digestif par les EHEC ont été décrits, mais leur implication dans la pathogénicité reste 
à démonter (FIGURE 38). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 38. Rôle proposé des adhésines des EHEC (D’après McWilliams et 
Torres, 2014) 
(A) Les Lpf interagiraient avec les protéines de la matrice extracellulaire telles que la 
laminine, le collagène IV et la fibronectine. (B) Une fois l’interaction initiale avec
l’épithélium intestinal établie, les EHEC sont en mesure de se fixer étroitement à la 
cellule hôte. (C) Après interaction entre l’intimine et son récepteur Tir, l’injection de 
protéines effectrices entraîne le réarrangement de l’actine. (D) Des pili à la surface 
des EHEC intéragiraient avec l’épithélium intestinal de l’hôte renforçant la 
colonisation par la formation de microcolonies et/ou de biofilms. Il a été montré que 
les curli contribuaient à la formation de biofilm. (E) Lorsque l’expression des curli 
est dominante, il a été proposé que cette structure pouvait intéragir avec des surfaces 
abiotiques et de plantes mais aussi les protéines de la matrice extracellulaire. 
Lpf : long polar fimbriae ; ECM : membrane extracellulaire ; ECP : E. coli common 
pilus ; HCP : hemorrhagic E coli pilus 
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(A) Cartographie du génome d’E. coli O157:H7 
(B) Cartographie des plasmides pO157 et F-like  
FIGURE 39. Représentation simplifiée de la cartographie du génome E. coli O157:H7 
EDL 933 et de ses plasmides 
(A) Le cercle interne du génome représente l’échelle en nucléotides. Les îlots de pathogénicité sont 
matérialisés en rouge (D’après Perna et al., 2001). (B) Le cercle extérieur de pO157 représente 
l’échelle en nucléotides. L’orientation de la transcription est dans le sens horaire pour les cadres de 
lecture extérieurs et dans le sens anti-horaire pour les cadres de lecture internes. Les opérons sont 
indiqués par des flèches. (D’après Burland et al., 1998).  
bp : paire de bases ; CAI : Codon Adaptation Index 
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2.3.1. Autres facteurs de virulence 
D’autres facteurs de virulence potentiels, codés par des gènes présents sur le 
chromosome et/ou sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages ou îlots de 
pathogénicité), ont été décrits chez les souches EHEC : l’entérohémolysine Ehx (gène 
plasmidique ehxA) responsable de la formation de pores dans la membrane cytoplasmique, 
l’entérohémolysine thermostable East-1 (gène chromosomique astA) jouant un rôle dans 
l’induction de la phase initiale de diarrhée aqueuse, la cytotoxine subtilase SubAB, la sérine 
protéase EspP (gène plasmidique espP) capable de cliver le facteur humain V de coagulation 
humain et contribuant au développement des colites hémorragiques, la catalase peroxydase 
périplasmique KatP (gène plasmidique katP), la métalloprotéase StcE (gène plasmidique stcE), 
des systèmes de captation du fer ou encore des uréases (Brugère et al., 2012 ; Law, 2000 ; 
Gouali et Weill, 2013). La liste de ces facteurs de virulence potentiels ne cesse de s’allonger 
mais, à ce jour, leur rôle dans la pathogénie des EHEC n’est pas totalement démontré. Une 
représentation simplifiée de la cartographie du génome E. coli O157:H7 EDL 933 et de ses 
plasmides est présentée en FIGURE 39. 
 
 
2.3.2. Régulation par les facteurs environnementaux du tractus digestif 
humain  
Les agents pathogènes d’origine alimentaire, comme les EHEC, sont soumis à différents 
stress préalablement à leur ingestion puis dans le tractus digestif. Les contraintes les plus 
courantes lors de la transformation, le stockage et la préparation des aliments sont la
température, la pression osmotique et l’acidité de la matrice alimentaire (Chung et al., 2006 ; 
Smith et al., 2013). Néanmoins, ces facteurs ne seront pas décrits dans ce manuscrit, seuls seront 
répertoriés les facteurs présents dans l’environnement digestif humain afin de comprendre 
comment ils peuvent jouer un rôle dans la régulation spatio-temporelle de la virulence des 
EHEC lors de leur passage dans le tractus gastro-intestinal. À ce jour, les données recueillies 
restent encore restreintes et obtenues dans des conditions expérimentales simples restant 
éloignées de celles observées dans le tractus digestif de l’Homme. 
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2.3.2.1. Acidité 
Les E. coli possèdent différents systèmes de résistance à l’acidité (AR2 à 5, HdeA et B), 
détaillés au paragraphe 2.3.1, permettant de survivre au transit gastrique. En plus de 
l’expression de systèmes de résistance à l’acidité, l’exposition à des pH acides peut déclencher 
l’induction ou la répression de certains gènes de virulence des EHEC. House et al. (2009) ont 
analysé les profils d’expression génique obtenus par biopuce à ADN, de souches O157:H7 
stressées ou non (pH 3 ou pH 7). Aucun changement dans l’expression des gènes stx n’a pu être 
mis en évidence après un stress acide, tandis que d’autres études ont montré une diminution de 
la production de Stx par O157:H7 (Yuk et Marshall, 2004 ; Huang et al., 2007). Par ailleurs, le 
stress acide induit une augmentation de la motilité et de l’adhésion des EHEC et une diminution 
de l’expression de gènes impliqués dans le système de sécrétion de type III (House et al., 2009). 
De plus, une adhésine putative surexprimée lors d’un stress acide, YadK, joue un rôle 
significatif dans l’adhésion des EHEC aux cellules épithéliales (Chingcuanco et al., 2012).  
 
 
2.3.2.2. Sels biliaires 
La bile est un facteur de l’environnement digestif qui contrôle l’expression de facteurs 
de colonisation et de virulence de plusieurs bactéries entériques, comme Vibrio cholerae (Hung 
et Mekalanos, 2005), Campylobacter jejuni (Malik-Kale et al., 2008), Salmonella enterica 
serovar Typhimurium (Prouty et al., 2004), ou encore les AIEC (Chassaing et al., 2013). La 
résistance aux sels biliaires est obtenue grâce à des transporteurs actifs utilisant des pompes à 
efflux (Begley et al., 2005). L’analyse par biopuce à ADN du transcriptome d’une souche 
O157:H7 traitée avec des sels biliaires (0,15%) montre une surexpression des gènes acrA et 
acrB impliqués dans la formation du système d’efflux AcrABTolC transporteur de sels biliaires 
(Kus et al., 2011 ; Mesaros et al., 2005). Hamner et al. (2013) et Wagner et al. (2001) ont 
rapporté aucun effet des sels biliaires sur l’expression de stx alors que Kus et al. (2011) ont 
montré une sous-expression des gènes stx2 ; aucun changement dans l’expression des facteurs
de virulence portés par le LEE n’a pu être mis en évidence.  
 
 
2.3.2.3. Ethanolamine 
Le renouvellement constant des cellules épithéliales intestinales génère un grand 
nombre de métabolites issus de la membrane lipidique comme le produit de la décomposition 
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de la phosphatidyléthanolamine, l’éthanolamine. Cette dernière constitue une source d’azote 
pour les EHEC dans le contenu intestinal des bovins, en raison de l’induction d’un cluster de 
gènes eut codant entre autre pour une sous-unité de l’enzyme catalysant la libération 
d’ammoniac à partir de l’éthanolamine (Bertin et al., 2011). Parallèlement, des études récentes 
de Kendall et al. (2012) indiquent que l’éthanolamine peut servir de signal environnemental 
aux EHEC modulant ainsi l’expression de certains facteurs de virulence. En effet, dans un 
milieu minimum contenant de l’éthanolamine, les EHEC sur-expriment des gènes codant des 
régulateurs de virulence comme le ler (LEE-encoded-regulator), ainsi que stx2a. De plus, 
l’éthanolamine favorise l’apparition des lésions A/E dans un modèle cellulaire et conduit à la 
sur-expression des gènes fimbriaux, i.e. loc2 (yad), loc7 (csg, curli), loc10 (stf), loc11 (yra) et 
loc12 (lpf1) (Gonyar et Kendall, 2014). EutR est un régulateur transcriptionnel qui active 
l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme de l’éthanolamine en réponse à ce dernier 
et à la vitamine B12 (Luzader et al., 2013). Les loci fimbriaux régulés par l’éthanolamine sous
la dépendance de EutR sont loc2, loc7, loc11 et loc12 (Gonyar et Kendall, 2014). 
 
 
2.3.2.4. Microbiote intestinal et métabolites fermentaires
Lors de leur passage dans le tractus digestif, les EHEC sont en contact au microbiote 
intestinal et à ses produits fermentaires. Les interactions entre le microbiote intestinal et les 
EHEC restent peu documentées. Le quorum sensing est un système de signalisation inter-
cellulaire par lequel une bactérie appréhende la densité de population des bactéries de son 
environnement, et le cas échéant régule l’expression de certain de ses gènes. Le microbiote 
intestinal produit des molécules signalisatrices de quorum sensing, dont l’autoinducteur 3 (AI-
3). Ce dernier est détecté par les EHEC et induit une augmentation de la synthèse flagellaire et 
de la motilité. Cette augmentation de la motilité permettrait à l’agent pathogène d’approcher au 
plus près de l’épithélium intestinal (Barnett Foster 2013). Chez les EHEC, le quorum sensing 
apparait comme un mécanisme global de régulation qui contrôle des facteurs de virulence 
(Connolly et al., 2015a ; Smith et al., 2014 ; Walters et Sperandio, 2006). Cependant, d’autres 
molécules sécrétées par le microbiote intestinal sembleraient au contraire protéger l’hôte : de 
Sablet et al. (2009) ont montré, in vitro et ex vivo, que des facteurs solubles libérés par 
Bacteroides thetaiotaomicron répriment la synthèse de Stx2 indépendamment du quorum-
sensing. 
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FIGURE 40. Régulation des gènes flagellaires et du LEE par les AGCC 
(D’après Tobe et al., 2011) 
L’acétate et le propionate activent l’expression des gènes flagellaires indépendamment de la 
protéine régulatrice Lrp. Le butyrate active l’expression des gènes flagellaires via la protéine 
régulatrice Lrp et/ou indépendamment. Parallèlement, l’expression des gènes du LEE est 
activée par le butyrate via le Lrp 
Esp :: E. coli-secreted protein ; LEE : Locus d’effacement des entérocytes ; Ler : LEE-
encoded-regulator ; Lrp : leucine-responsive regulatory protein ; T3SS : système de sécrétion 
de type III 
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Comme cela a été décrit au paragraphe 1.1.2.7, les principaux métabolites du microbiote 
présents dans le côlon sont les AGCC dont les majoritaires sont l’acétate, le propionate et le 
butyrate. Les concentrations en AGCC totales décroissent entre les différentes parties 
anatomiques du côlon : de 127 mmol/L dans le côlon ascendant à 90 mmol/L dans le côlon 
descendant (Cummings et al., 1987).  
 
De plus, les AGCC majoritaires induisent une augmentation de la synthèse flagellaire et 
de la motilité, mais seul le butyrate active simultanément les gènes du LEE et des gènes 
flagellaires (Connolly et al., 2015a ; Takao et al., 2014 ; Nakanishi et al., 2009). En effet, le 
butyrate, via la protéine régulatrice Lrp (leucine-responsive regulatory protein), active d’une 
part les gènes du LEE et d’autre part les gènes régulateurs flhD et flhC. L’activation de la 
synthèse flagellaire peut également se faire en aval, et indépendamment de flhD et flhC. Ainsi, 
en fonction des concentrations en AGCC rencontrées dans l’intestin, les EHEC activent la
production et la motilité flagellaire, puis les gènes impliqués dans l’adhésion et le système de 
sécrétion de type III (FIGURE 40) (Tobe et al., 2011). Fukuda et al. (2011) ont également montré 
en modèle murin que l’acétate, en renforçant la barrière intestinale, était capable de limiter la 
translocation des Stx vers le sang protégeant de ce fait les souris d’une infection létale. 
 
 
2.3.2.5. Niches nutritionnelles 
Récemment une étude a montré que les concentrations en biotine, un cofacteur essentiel 
au sein de l’environnement intestinal étaient plus élevées au niveau de l’intestin grêle que du 
côlon, site de colonisation des EHEC. Yang et al. (2015) ont montré chez des souris qu’un 
régime riche en biotine au cours d’une infection à EHEC diminuait les niveaux de colonisation 
des EHEC comparativement aux souris nourries avec un régime standard.  
 
La D-sérine est un acide aminé qui agit comme un régulateur de gène de virulence chez 
plusieurs pathogènes comme E. coli ou Staphylococcus saprophyticus (Anfora et al., 2007 ; 
Korte-Berwanger et al., 2013). Une étude a montré que seuls 1,6 % des E. coli isolés étaient à 
la fois tolérants à la D-sérine et portaient les gènes du LEE. Ils ont montré que la D-sérine 
réprimait l’expression du LEE (Connolly et al., 2015b). Curtis et al. (2014) ont aussi montré 
que B. thetaiotaomicron en modifiant l’environnement métabolique intestinal dans un modèle 
murin induisait in fine l’expression de gène de virulence notamment les gènes du LEE. Enfin, 
plusieurs études ont montré que le fucose présent dans l’environnement digestif induit 
LES Escherichia coli ENTÉROHÉMORRAGIQUES 
94 
FIGURE 41. Cascade de signalisation QseC et QseE adrénergique et noradrénergique 
chez les EHEC (D’après Hughes et al., 2009) 
Les EHEC utilisent QseC et QseE comme senseurs de l’adrénaline et de la noradrénaline. Cette 
cascade de signalisation participerait, entre autre, au rapprochement des EHEC de l’épithélium 
intestinal en augmentant la motilité et la formation de lésions A/E. 
esp : E. coli-secreted protein ; ler : LEE-encoded-regulator ; RE : réticulum endoplasmique ;
SHU : syndrome hémolytique et urémique ; stx : Shiga-toxine 
l’expression des gènes du LEE et donc la colonisation par les EHEC (Keeney et Finlay, 2013 ; 
Pacheco et al., 2012). 
 
 
2.3.2.6. Adrénaline et noradrénaline 
L’expression de plusieurs facteurs de virulence (motilité et formation de lésions A/E) 
est sous le contrôle du quorum sensing. La régulation des gènes de virulence des EHEC par 
l’adrénaline et la noradrénaline est complexe et n’est pas encore entièrement connue. Les EHEC 
utilisent des histidines kinases QseC et QseE comme senseurs des deux hormones. La cascade 
de signalisation QseC et QseE adrénergique et noradrénergique chez les EHEC est représentée 
dans la FIGURE 41.  
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QseC, via sa parenté avec le régulateur QseB, régule positivement l’expression des 
gènes flagellaires et des gènes impliqués dans la motilité. QseF et QseC sont capables d’activer 
la production de Stx. Enfin, QseC régule les gènes du LEE via KdpE (Njoroge et Sperandio, 
2012 ; Njoroge et al., 2012). Néanmoins, il semblerait que les EHEC coordonnent les réponses 
à l’AI-3 produit par le microbiote intestinal en réponse à l’adrénaline et la noradrénaline pour 
(i) participer au repérage d’un site de colonisation, (ii) augmenter la production de Stx et (iii) 
améliorer leur approche de l’épithélium intestinal en augmentant la motilité et la formation de 
lésions A/E (Barnett Foster, 2013 ; Hughes et al., 2009). 
 
 
2.3.2.7. Oxygène 
L’environnement du tractus gastro-intestinal est caractérisé par des concentrations en 
oxygène variables en fonction de la localisation. De plus, alors que la lumière du tractus 
intestinal est relativement anaérobie, une zone d’oxygénation existe au voisinage de la surface 
de la muqueuse qui est générée par diffusion de l’oxygène à partir du réseau de capillaires des 
microvillosités. Les mécanismes impliqués dans la modulation de la virulence des EHEC par 
l’oxygène dans l’environnement digestif ne sont pas encore connus (Barnett Foster, 2013). Dans 
un modèle in vitro de culture cellulaire, James et Keevil (1999) ont montré que la présence 
d’oxygène augmentait la capacité des EHEC à adhérer aux cellules. Plus récemment, il a été 
montré in vitro en culture cellulaire que l’environnement microaérobie de l’intestin humain
favorise l’expression des gènes du système de sécrétion de type III (Schüller et Phillips, 2010) 
et la macropinocytose de Stx2 à travers l’épithélium intestinal humain avec des teneurs en 
oxygène comprises entre 1,4 et 1,7% (Tran et al., 2014).  
 
 
2.3.2.8. Monoxyde d’azote 
Les cellules de la muqueuse intestinale peuvent développer un programme de défense
non spécifique en réponse aux bactéries entéropathogènes. Cette réponse immunitaire innée se 
caractérise notamment par la synthèse de monoxyde d’azote. Ce dernier est un radical libre qui 
peut endommager les bactéries et/ou induire des modifications transcriptionnelles via des 
senseurs. Le monoxyde d’azote peut inhiber la production de Stx par les EHEC et l’expression 
des gènes du LEE sans altérer leur viabilité (Vareille et al., 2007 ; Branchu et al., 2014). 
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2.3.2.9. Mouvements péristaltiques 
Les organes creux du tube digestif - l’œsophage, l’estomac et l’intestin - sont entourés 
de muscles qui permettent à leur paroi de se contracter entrainant le brassage des aliments et 
l’absorption des nutriments. Alsharif et al. (2015) ont montré in vitro sur culture cellulaire que 
les forces de cisaillement issues de ces mouvements d’une intensité égale à celle retrouvée dans 
l’intestin, induisaient l’expression des gènes de LEE via l’activateur de l’opéron Ler.  
 
Pour exemple, l’influence de ces facteurs environnementaux digestifs sur l’expression 
des gènes de LEE est synthétisée dans la FIGURE 42. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 42. Facteurs environnementaux digestifs régulant l’expression les gènes 
du LEE des EHEC (D’après Connolly et al., 2015) 
Les facteurs environnementaux régulant l’expression des gènes du LEE sont codés par 
couleur : le quorum-sensing via la détection d'hormones ou d’AI-3 (violets), détection des 
éléments nutritifs (orange), la détection du monoxyse d’azote (rose clair), détection du pH et 
de l’acide aminé D-sérine (rose foncé), détection de l’éthanolamine (gris), détection de la 
vitamine B8 (biotine) (vert) et détection du butyrate (bleu) Les lignes vertes représentent les 
gènes cibles activés alors que les traits rouges indiquent une régulation négative.  
EA : éthanolamine ; AHL : N-acyle homosérine lactone ; NO : monoxyde d’azote
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2.4. Diagnostic et stratégies thérapeutiques des infections à 
EHEC
2.4.1. Diagnostic 
Le diagnostic des infections à EHEC est difficile à réaliser ; les bactéries étant 
rapidement éliminées du tube digestif, le recueil des selles doit s’effectuer au maximum quatre 
à six jours après le début des symptômes digestifs. De plus, en particulier au moment du SHU, 
la diarrhée peut être absente et il est alors indispensable de pratiquer un écouvillonnage rectal 
pour la recherche des EHEC (FIGURE 41). Le diagnostic repose sur la mise en évidence, 
directement dans les selles et/ou après un enrichissement, des gènes de virulence (stx et eae), 
des Shiga-toxines ou de la présence d’anticorps spécifiques antilipopolysaccharides dans le 
sérum (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2012 ; Mariani-Kurkdjian et Bonacorsi, 2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 43. Diagnostic d’une infection à EHEC (D’après Mariani-Kurkdjian et 
Bonacorsi, 2014) 
EHEC : E. coli entérohémorragiques ; LPS : lipopolysaccharide ; PCR : polymerase chain reaction ; 
PFGE : électrophorèse en champ pulsé ; SHU : syndrome hémolytique et urémique 
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2.4.1.1. Recherche microbiologique 
Les EHEC étant présents en quantité parfois très faible dans les selles (inférieures à 
102/g de selles), il est indispensable de réaliser un enrichissement. En médecine humaine, l’eau 
peptonée tamponnée additionnée de vancomycine et de céfixime est classiquement utilisée 
comme milieu d’enrichissement. Le diagnostic microbiologique classique d’une infection à 
EHEC O157:H7 est aisé à mettre en œuvre, dans un bouillon d’enrichissement, par la mise en 
évidence des caractéristiques biochimiques particulières de ce sérotype, i.e. l’absence de 
fermentation du sorbitol et l’absence de β-glucuronidase. Ces caractéristiques sont utilisées 
dans les milieux sélectifs et différentiels comme les milieux Mac Conkey Sorbitol (SMAC), 
CHROMagar O157:H7 et O157:H7 ID (BioMérieux). Les sérotypes non-O157 n’ont pas de 
propriété biochimique commune permettant leur isolement sélectif sur un milieu particulier. 
Leur recherche nécessite d’avoir recours à des méthodes moléculaires et consiste en la mise en 
évidence de facteurs de virulence (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 2012). Cependant, une 
technique permettant de détecter et de différencier les colonies des sept principaux sérogroupes 
de STEC (O26, O45, O103, O111, O121, O145 et O157) sur différents milieux chromogènes 
sélectifs en fonction des modèles de dispersion optique a été récemment développée par Tang 
et al. (2014) ; cette technique est appelée BARDOT (BActerial Rapid Detection using Optical 
scattering Technology). 
 
2.4.1.2. Recherche de gènes de virulence 
Compte-tenu de la présence en faible quantité des EHEC dans les selles, l’amplification 
génique in situ par PCR (polymerase chain reaction) basée sur la recherche des gènes stx et/ou 
eae représente la méthode la plus sensible. En cas de détection d’un des gènes de virulence des 
EHEC par PCR, l’isolement de la bactérie est indispensable pour caractériser la souche 
pathogène (Espié et al., 2008).  
 
2.4.1.3. Recherche de Shiga-toxines dans les selles 
La technique de référence pour la recherche de Shiga-toxines libres sur filtrat de selles 
est la cytotoxicité sur cellules Vero ou HeLa, spécifique si elle est neutralisée par un antisérum 
anti-Stx (Fach et al., 2003). Cependant, des techniques immunologiques de type ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay) ont été développées, e.g. PremierR EHEC test 
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(Meridian Bioscience) ou encore RidascreenR Verotoxin Enzyme Immunoassay (R-Biopharm) 
(Beutin 2006 ; Willford et al., 2009). 
 
 
2.4.1.4. Sérodiagnostic 
Dans la majorité des cas, les malades développent des anticorps anti-
lipopolysaccharides dont la détection par ELISA, Western-blot, immunoblotting ou 
hémagglutination indirecte. Le diagnostic sérologique doit être réalisé sur un sérum « précoce 
» et un sérum « tardif », afin de rechercher la présence d’IgG, d’IgM et d’IgA anti-
lipopolysaccharides. Ces trois classes d’anticorps sont détectables précocement et permettent 
d’attester d’une infection à EHEC même plusieurs semaines après le début des symptômes 
digestifs. De plus, la recherche de ces anticorps est indispensable pour le diagnostic en 
complément de la PCR et pour des études épidémiologiques lorsque la mise en évidence directe 
des gènes de virulence des EHEC est impossible dans les selles (Espié et al., 2008 ; Mariani-
Kurkdjian et Bingen, 2012). 
 
 
 
 
2.4.2. Stratégies thérapeutiques  
2.4.2.1. Traitement utilisés 
Il n’existe, à ce jour, aucun traitement étiologique des infections à EHEC. Seul un 
traitement symptomatique du SHU est possible (diurèse forcée, hémodialyse, transfert de 
plasma frais congelé), permettant à la fois de compenser les pertes hydriques dues aux diarrhées 
et de soutenir les fonctions rénales (Scheiring et al., 2010 ; Tarr et al., 2005). En effet, les 
niveaux de fluide et l’équilibre électrolytique sont extrêmement importants dans la gestion du 
développement du SHU (Goldwater et Bettelheim, 2012). Le traitement de cette maladie vise 
donc à améliorer les complications relatives à la gastroentérologie, l’hématologie, l’angiologie 
et la néphrologie (Bitzan, 2009). Plusieurs traitements couramment utilisés en clinique pour 
traiter les infections bactériennes ne sont pas conseillés pour des patients infectés par les EHEC 
: c’est le cas de l’antibiothérapie, de l’usage d’anti-diarrhéiques et des médicaments anti-
inflammatoires non stéroïdiens (Tarr et al., 2005). En effet, les phages portant les gènes stx sont 
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inductibles comme les autres phages de type λ. Cette induction passe par un système bactérien 
de réponse au stress : le système SOS. La synthèse de Stx2 est induite par un grand nombre 
d’antibiotiques dont ceux de la classe des quinolones (Zhang et al., 2000). Ces derniers sont 
des agents activateurs du système SOS par l’inhibition d’une ADN gyrase, ce qui provoque une 
altération de l’ADN et une activation de la protéine RecA. Les antibiotiques pourraient favoriser 
la production de Shiga-toxines par les EHEC et par conséquent avoir un effet négatif sur la 
santé du patient traité en aggravant ses symptômes (Wong et al., 2000). Cependant, une méta-
analyse des vingt études réalisées entre 1982 et 2005, concernant près de 2500 patients, 
comparant le risque de SHU selon que les patients aient reçu ou non des antibiotiques au stade 
diarrhéique, n’as pas permis d’exclure l’antibiothérapie du traitement des infections à EHEC. 
En effet, les données suggèrent que les quinolones, en particulier lorsqu’elles sont administrées 
rapidement après l’apparition des premiers symptômes cliniques, ne peuvent être contre-
indiquées (Panos et al., 2006). Néanmoins, l’utilisation des antibiotiques bactéricides n’est pas
recommandée chez les patients atteints d’une infection à EHEC (Mariani-Kurkdjian et Bingen, 
2012 ; Scheiring et al., 2010 ; Szych et al., 2014). A contrario, l’utilisation d’antibiotiques 
bactériostatiques, comme l’azythromycine, est envisageable, car elle n’entraîne pas de 
libération de Stx et permet d’éradiquer les EHEC en trois jours. Cependant, une étude 
prospective sur l’effet de cet antibiotique au stade diarrhéique ou en début de SHU est 
nécessaire (Ulinski, 2013).  
 
Par ailleurs, les anti-diarrhéiques ont été associés à un risque accru de développement 
de SHU ou à des complications neurologiques de la maladie en augmentant la durée du transit 
intestinal et la probabilité de translocation des bactéries et de leurs toxines (Bell et al., 1997 ; 
Cimolai et al., 1992 ; Tarr et al., 2005). Enfin, les anti-inflammatoires non stéroïdiens peuvent 
diminuer le flux sanguin rénal (Murray et Brater, 1993). En outre, ces agents doivent être 
utilisés avec prudence car leurs métabolites peuvent engendrer une insuffisance rénale (Cimolai 
et al., 1992 ; Serna et Boedeker, 2008).  
 
La compréhension des mécanismes de l’expression des gènes stx et du mode d’action 
des toxines contribue à l’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques. Actuellement, les 
stratégies expérimentales visant à limiter les complications associées aux infections à EHEC 
sont basées sur l’utilisation décomposés antibactériens, de neutraliseurs de toxines, d’anticorps 
visant à inhiber des voies métaboliques impliquées dans le processus infectieux et de vaccins
(Goldwater et Bettelheim, 2012). Parmi ces stratégies, on peut noter : (i) l’utilisation 
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d’inhibiteurs du quorum sensing pour moduler négativement l’expression de certains gènes de 
virulence des EHEC, (ii) la vaccination et l’immunothérapie pour prévenir et traiter ces 
infections, et (iii) la captation des Stx pour éviter leur liaison au Gb3 des cellules cibles 
(Pacheco et Sperandio, 2012 ; Rasko et Sperandio, 2010).  
 
 
2.4.2.2. Traitements en cours de développement 
Les EHEC peuvent, via le quorum sensing et plus particulièrement le QseC, déclencher 
l’expression de gènes flagellaires et du LEE et ainsi favoriser la colonisation de l’hôte. En raison 
de l’importance de QseC dans la régulation de la virulence des EHEC, un inhibiteur de la 
régulation de la virulence médiée par QseC a été identifié (LED209) permettant d’empêcher 
l’autophosphorylation de ce senseur, sans affecter la croissance bactérienne. Cependant, 
l’efficacité de ces inhibiteurs de quorum sensing n’a pas été testée lors d’essais cliniques chez 
l’homme (Pacheco et Sperandio, 2012).  
 
Plusieurs stratégies vaccinales ont été utilisées avec un succès variable dans des modèles 
animaux. Ces stratégies ont impliqué l’utilisation de protéines recombinantes de virulence telles 
que les Stx, l’intimine, l’EspA, ou encore des protéines de fusion des sous-unités A et B de Stx1 
et Stx2. La vaccination de souris avec un vaccin oral à base de plants de tabac recombinants 
produisant Stx2 les protège contre l’intoxination systémique avec Stx2, létale chez les souris
non-immunisées (Wen et al., 2006). Bien que ces résultats soient encourageants, ils doivent être 
interprétés avec prudence, l’infection à EHEC chez la souris ne reproduisant pas l’infection 
humaine dans sa globalité (Naylor et al., 2005). De récents tests vaccinaux en modèles animaux 
ont été réalisés avec plus ou moins de succès (Szu et Ahmed, 2015) 
 
Les Stx se lient aux récepteurs Gb3 présents principalement aux niveaux rénal et 
cérébral, ce qui provoque des microangiopathies thrombotiques. Ainsi, de nombreux analogues 
du récepteur Gb3 ont été conçus dans le but de bloquer cette étape de la physiopathologie des 
infections à EHEC. Cependant, les essais cliniques évaluant l’utilisation de ces composés n’ont 
pas été concluants (Pacheco et Sperandio, 2012). L’échec d’un traitement par voie orale avec 
un analogue du récepteur Gb3, le Synsorb Pk (trisaccharide synthétique couplé de manière 
covalente à une silice qui lie et neutralise les Stx), n’est pas surprenant compte tenu de la rareté 
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des toxines libres fécales chez les enfants atteints de SHU après une infection à E. coli O157:H7 
(Pacheco et Sperandio, 2012 ; Tarr et al., 2005).  
 
L’utilisation d’anticorps monoclonaux inhibant l’activation de la fraction C5 du 
complément (Eculizumab) pourrait être une stratégie prometteuse pour prévenir les 
complications les plus graves de l’infection à EHEC. En effet, Lapeyraque et al. (2011) ont 
montré que ce composé a permis d’améliorer les fonctions rénales et neurologiques de trois 
enfants de moins de trois ans avec un SHU sévère lors de l’épidémie allemande de 2011.  
 
Enfin, il a été récemment montré en modèles cellulaire et murin que l’ion manganèse 
(Mn2+) bloque le trafic des Stx dans l’appareil de Golgi, offrant une nouvelle piste thérapeutique 
peu onéreuse qui devrait conduire à des essais contrôlés randomisés chez l’homme 
(Mukhopadhyay et Linstedt, 2012).
 
Pour conclure, il reste d’importants obstacles à la réussite d’un traitement curatif des 
infections à EHEC étant donné la complexité de la physiopathologie. Ainsi, il est peu probable 
que le ciblage d’une seule voie de la physiopathologie soit suffisant dans la réussite d’un 
traitement, une approche multifactorielle semblant nécessaire. 
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3.1. Les probiotiques 
 Concept de probiotique  
En reliant la longévité des Bulgares à leur grande consommation de yaourt, le prix Nobel 
de physiologie ou médecine Elie Metchnikoff, a décrit pour la première fois en 1907 l’effet 
bénéfique de microorganismes vivants provenant des produits laitiers fermentés. Il suggéra 
alors un régime alimentaire à base d’une bactérie isolée de ces yaourts, le « bacille bulgare », 
dans le but de modifier le microbiote en remplaçant les microbes nocifs par des microbes utiles. 
Le concept « probiotique » était né. Ce n’est qu’en 1953 que le terme « probiotique » a été 
proposé pour la première fois par Werner Kollath, terme dérivé du grec « pro bios », qui signifie 
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littéralement « en faveur de la vie », pour définir les compléments alimentaires organiques et 
inorganiques apportés aux personnes souffrant de malnutrition. Depuis, la définition du terme 
probiotique a évolué dans le temps en fonction de la réflexion des chercheurs, des connaissances 
scientifiques et des avancées technologiques. La « Food and Agriculture Organization of the 
United Nations » (FAO) et l’« Organisation Mondiale de la Santé » (OMS) officialisent en 2001 
sa définition, réactualisée en 2014, afin d’éviter toute dérive. Les probiotiques sont désormais 
définis comme « tout microorganisme vivant qui, lorsqu’il est administré en quantité suffisante, 
exerce un effet bénéfique sur la santé de l’hôte » (FAO/WHO, 2002 ; Hill et al., 2014). Ils sont 
devenus des acteurs incontournables de développement et d’innovation dans les domaines des 
industries alimentaires et pharmaceutiques et cette définition pourrait encore évoluer, car les 
champs de recherche pour mieux connaître et comprendre l’action des probiotiques sont 
actuellement nombreux. 
 
 Caractéristiques d’un probiotique 
Pour être considéré comme probiotique, un microorganisme doit regrouper différentes 
caractéristiques (TABLEAU 11). Un probiotique doit être une souche non pathogène, non 
toxique, non allergique. Les probiotiques utilisés en santé humaine doivent présenter une 
inocuité totale pour l’hôte et bénéficier du statut GRAS (« Generally Recognized As Safe ») 
défini par la FDA (« Federal Drug Administration ») aux Etats-Unis et du statut de présomption 
d’innocuité reconnue ou QPS (« Qualified Presumption of Safety ») défini par l’EFSA 
(« European Food Standard Agency ») en Europe. Un probiotique doit être vivant et actif dans 
l’environnement digestif. Ainsi il doit survivre à l’acidité gastrique et aux sels biliaires 
intestinaux, persister temporairement dans le tractus digestif et montrer une activité qui doit se 
traduire par des effets bénéfiques sur la santé de l’hôte dans le tractus gastro-intestinal (Dunne 
et al. 2001; Sanders 2008).  
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TABLEAU 11. Principaux critères de sélection des souches probiotiques (Modifié d’après 
Klaenhammer et Kullen, 1999) 
GRAS : « Generally Recognized As Safe » ; QPS : « Qualified Presumption of Safety »
 
 
 
Une unique souche probiotique remplit rarement la totalité des critères de sélection 
énoncés ci-dessus. Par ailleurs, les effets exercés par les probiotiques sont spécifiques à une
souche considérée et ne peuvent être extrapolés d’une souche à l’autre, même si elles 
appartiennent au même genre ou à la même espèce. Dans la pratique, le choix d’un produit 
probiotique réalisable d’un point de vue industriel et économique résulte toujours d’un bon 
compromis entre les différentes propriétés bénéfiques et les conditions de production des 
souches testées. 
 
 
 
 
 
 
 
CRITÈRES DE SÉCURITÉ Identification taxonomique exacte 
Non toxique, non pathogène, GRAS et/ou QPS 
Pas de transmission possible de gènes de résistance aux antibiotiques 
CRITÈRES TECHNOLOGIQUES Viabilité et stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini (106 à 108 
UFC/g)  
Conservation des propriétés probiotiques après la production  
Qualités organoleptiques souhaitables (ou pas de qualités indésirables) lorsqu’ils sont 
inclus dans des aliments ou des procédés de fermentation 
COMPÉTITIVITÉ Survie et activité métabolique au niveau du site cible in vivo 
Tolérance à l’acidité, aux sels biliaires et aux enzymes digestives 
Capable de rivaliser avec le microbiote résident et les métabolites fermentaires 
Adhésion et colonisation potentielle 
PERFORMANCES ET FONCTIONNALITÉS Aptitude à produire des effets bénéfiques sur la santé (efficacité documentée et prouvée 
dans des études in vitro et in vivo contrôlées chez l’Homme) 
Action antagoniste vis-à-vis de bactéries pathogènes 
Production de substances anti-microbiennes et/ou bioactives (enzymes, peptides, 
bactériocines, péroxyde d’hydrogène, acides organiques ou autres composés inhibiteurs) 
Propriétés immunostimulantes 
Anti-mutagène et anti-cancérigène 
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 Microorganismes à activité probiotique 
Les probiotiques sont des bactéries ou des levures ingérées vivantes, présentes ou non 
dans le microbiote intestinal résident. Les microorganismes probiotiques sont principalement 
représentés par des bactéries lactiques appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium 
(Penner et al., 2005). Toutefois, la souche non pathogène E. coli Nissle 1917, certaines souches
de Bacillus subtilis et les levures du genre Saccharomyces sont également considérées comme 
probiotiques (TABLEAU 12). 
 
 
 
Lactobacilles Bifidobactéries Champignons Autres 
   
L. acidophilus 
L. casei 
L. delbrueckii subp 
Bulgaricus 
L. reuteri 
L. brevis 
L. cellobiosus 
L. curvatus 
L. fermentum 
L. plantarum 
L. rhamnosus (GG) 
L. salivarius 
L. gasseri 
L. johnsonii
L. helviticus 
L. farciminis 
B. bifidum 
B. infantis 
B. longum 
B. thermophilum 
B. adolescents 
B. lactis 
B. animalis 
B. breve 
Saccharomyces cerevisiae 
Saccharomyces boulardii 
Streptococcus thermophilus 
Enterococcus faecium 
Lactococcus lactis 
Propionibacterium 
freudenreichii 
Escherichia coli Nissle 1917 
Bacillus clausii 
Bacillus oligonitrophilis 
Lactobacillus plantarum 
(Bron et al., 2004) 
Bifidobacterium longum 
(Klijn et al.,, 2005) 
Saccharomyces cerevisiae 
(Comitini et al., 2009) 
Streptococcus thermophilus 
(Rul et al., 2011) 
TABLEAU 12. Principaux microorganismes utilisés en tant que probiotiques chez l’Homme 
(D’après de Penner et al., 2005) 
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Les probiotiques représentent aujourd’hui un poids économique majeur (39 milliards 
d’euros par an dans le monde en 2007), en constante augmentation, cette dynamique étant 
soutenue par le lien existant entre l’alimentation et les bénéfices santé (Caselli et al., 2013). Les 
principales souches utilisées dans l’industrie agro-alimentaire sont Bifidobacterium animalis 
subsp lactis DN-173010 et Lactobacillus casei DN-114001 respectivement dans l’Activia et 
l’Actimel commercialisés par Danone® ; et dans l’industrie pharmaceutique Saccharomyces 
cerevisiae var. boulardii CNCM I-745 dans l’UltraLevure de Biocodex® (McFarland, 2015).  
 
 
 
 Mécanismes d’action des probiotiques 
Les modes d’action par lesquels certains probiotiques exercent des effets 
prophylactiques ou curatifs ne sont pas complétement élucidés, mais plusieurs mécanismes ont 
été proposés (FIGURE 44).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Synthèse de vitamines 
 Amélioration de la fonction de barrière 
intestinale 
 Métabolisation des sels biliaires 
 Activité enzymatique 
 Neutralisation d’agents carcinogènes 
 Antagonisme direct 
EFFETS RÉPANDUS PARMI 
LES PROBIOTIQUES 
 Colonisation 
 Production d’acide et d’AGCC 
 Régulation du transit intestinal 
 Augmentation du renouvellement 
cellulaire de l’épithélium intestinal 
 Modulation du microbiote intestinal 
 Exclusion compétitive de pathogènes 
EFFETS FRÉQUENTS AU 
SEIN DES PROBIOTIQUES 
EFFETS RARES,  
SPÉCIFIQUE À LA SOUCHE 
 Effets neurologiques 
 Effets endocrinologiques 
 Production de composés bioactifs 
 Immunomodulation
FIGURE 44. Mécanismes d’action connus des probiotiques et leur fréquence (Modifié 
d’après Hill et al., 2014) 
AGCC : acide gras à chaîne courte 
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Les mécanismes d’action majeurs des probiotiques comprennent (i) l’antagonisme 
direct, (ii) la modulation du système immunitaire et (iii) l’exclusion (FIGURE 45) (Bermudez-
Brito et al., 2012 ; O’Toole et Cooney, 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURE 45. Schéma illustrant les principaux mécanismes d’action des probiotiques 
(D'après O’Toole et Cooney, 2008)
Le mode d’action des probiotiques envers des microorganismes pathogènes peut être divisé en trois. 
Dans l’antagonisme direct, les probiotiques peuvent inhiber la croissance du pathogène par production 
de composés antimicrobiens ou exercer une action antagonisme sur les facteurs de virulence. Les 
probiotiques peuvent interagir avec le système immunitaire (l’immunomodulation) en favorisant la 
réponse immune innée ou adaptative de l’hôte ; ou en limitant la capacité du pathogène à induire une 
réponse inflammatoire. À travers l’exclusion, les probiotiques peuvent bénéfiquement modifier le 
microbiote intestinal, augmenter la fonction barrière de l’épithélium intestinal, ou encore limiter 
l’adhésion, l’entrée ou la translocation du pathogène. 
IEC : cellule épithéliale intestinale ; DC : cellule dendritique ; B : lymphocyte B ; T : lymphocyte T ; 
Treg : lymphocyte T régulateur ; Th : lymphocyte T auxiliaire ; IL-10 : interleukine 10 ; TGFβ : 
facteur de croissance transformant β  
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3.1.4.1. Antagonisme direct  
L’antagonisme direct regroupe l’ensemble des mécanismes visant spécifiquement à 
inhiber la croissance du pathogène par la production de composés antimicrobiens ou exercer 
une action antagoniste sur les facteurs de virulence nécessaires à leur pathogénicité (Preidis et 
al., 2011 ; Oelschlaeger, 2010).  
 
Les lactobacilles sont souvent associés à la production de bactériocines, molécules de 
nature protéique synthétisées par voie ribosomique possédant des propriétés antibiotiques. 
Ainsi, Lactobacillus salivarius UCC118 est capable de produire une bactériocine dirigée contre 
Listeria monocytogenes (O’Shea et al., 2011). La production de bactériocines par les souches 
de bifidobactéries est moins documentée. Néanmoins, il a été rapporté que la souche 
Bifidobacterium bifidum NCFB1454 produit une bactériocine active contre différents 
pathogènes (Poltavska et Kovalenko, 2012).
 
 
3.1.4.2. Immunomodulation 
Les bactéries probiotiques ont la capacité d’interagir avec les cellules épithéliales et 
dendritiques, les monocytes/macrophages et les lymphocytes. Le système immunitaire présente 
deux composantes, i.e. le système inné et le système adaptatif. Le système immunitaire inné 
répond à des structures communes partagées par la plupart des agents pathogènes, les PAMP 
(pathogen-associated molecular patterns). La première réponse aux agents pathogènes est 
déclenchée par des récepteurs cellulaires épithéliaux capables de reconnaître ces PAMP, les 
PRR (pattern recognition receptor) comme les TLR (toll-like receptors), le CLR (C-type lectin 
receptors) ou encore les NLR (nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 
(NOD)-like receptors) permettant une localisation efficace du pathogène (Lebeer et al., 2010). 
La réponse immunitaire adaptative dépend quant à elle des lymphocytes B et T, qui sont 
spécifiques à des antigènes particuliers. Tout comme les bactéries du microbiote résident, les 
probiotiques peuvent interférer avec le système immunitaire de l’hôte en favorisant la réponse 
immune innée ou adaptative de l’hôte et en limitant la capacité du pathogène à induire une 
réponse inflammatoire.  
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3.1.4.3. Exclusion 
L’exclusion est utilisée comme un terme regroupant tous les mécanismes antagonistes 
aspécifiques qui rendent l’environnement du tractus digestif moins hospitalier pour les agents 
pathogènes. Ces mécanismes comprennent l’amélioration de la fonction de barrière intestinale 
mais aussi l’exclusion compétitive de micro-organismes pathogènes.  
 
L’épithélium intestinal est en contact permanent avec le contenu de la lumière du tube 
digestif. La barrière intestinale est un mécanisme de défense majeur dans la protection de 
l’organisme. Une couche de mucus, les complexes de jonction des cellules épithéliales et la 
production de peptides antimicrobiens et d’immunoglobulines A (IgA) sécrétoires assurent 
l’intégrité de l’épithélium intestinal. Lorsque cette fonction de barrière est altérée, des antigènes 
bactériens peuvent atteindre la sous-muqueuse et induire une réponse inflammatoire à l’origine 
de troubles intestinaux. Il a été suggéré que les probiotiques pourraient favoriser la sécrétion de
mucus, moduler l’expression de gènes codant les protéines constitutives des jonctions serrées 
ou encore prévenir l’apoptose cellulaire induite par des cytokines pro-inflammatoires ; 
cependant les mécanismes impliqués ne sont pas entièrement connus (Bermudez-Brito et al., 
2012).  
 
Les mécanismes utilisés par une souche probiotique visant à exclure ou à réduire la 
croissance d’autres espèces microbiennes dans l’environnement digestif sont variés : (i) la 
création d’un microenvironnement hostile en modifiant le microbiote résident, (ii) la réduction 
de la disponibilité des récepteurs des microorganismes pathogènes afin de limiter leur adhésion 
à l’épithélium intestinal, leur entrée ou leur translocation, (iii) la diminution du pH de la lumière 
intestinale par la production d’acides organiques, en particulier l’acétate et le lactate, (iv) 
l’épuisement compétitif des nutriments essentiels à la survie du pathogène (Bermudez-Brito et 
al., 2012 ; Preidis et al., 2011).  
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 Potentiel probiotique des levures 
En tolérant les conditions rencontrées dans l’environnement digestif humain et en 
exerçant une action antagoniste vis-à-vis de bactéries pathogènes, plusieurs espèces de levures 
ont montré des propriétés probiotiques intéressantes : Debaryomyces hansenii, Torulaspora 
delbrueckii (Psani et Kotzekidou, 2006), Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolytica (Chen et
al., 2010), Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lodderae (Kumura et al., 2004) et 
Saccharomyces cerevisiae (Etienne-Mesmin, Livrelli, et al., 2011 ; Hatoum et al., 2012). 
L’effet antagoniste des levures vis-à-vis des micro-organismes pathogènes a été attribué 
principalement à (i) la compétition pour les éléments nutritifs, (ii) des changements de pH dans 
le milieu à la suite d’une augmentation de la production d’acides organiques par le microbiote 
intestinal, (iii) la production d’éthanol et (iv) la sécrétion et la libération de composés 
antimicrobiens comme des composés organiques volatils (Fialho et al., 2009 ; Hatoum et al., 
2012).  
 
Par ailleurs, les probiotiques à base de levures peuvent interagir positivement avec des 
probiotiques bactériens en améliorant leur survie dans l’environnement digestif et en stimulant 
leur croissance. En effet, cette synergie pourrait être attribuée à la production par les levures de 
nutriments tels que des peptides, des acides aminés et/ou des vitamines (Hatoum et al., 2012). 
De plus, la paroi cellulaire des levures est principalement composée de glucanes, de mannanes 
et de chitines. Ces composants peuvent jouer un rôle dans les phénomènes d’adhésion 
permettant d’augmenter la survie des bactéries probiotiques dans l’environnement digestif 
(Millsap et al., 1998). 
 
 
3.1.5.1. Les levures probiotiques du genre Saccharomyces
Saccharomyces cerevisiae est un organisme eucaryote unicellulaire, aérobie facultatif 
qui appartient au règne des fungi et au phylum des Ascomycètes. Saccharomyces cerevisiae var 
boulardii est une levure d’origine naturelle, non génétiquement modifiée, isolée à partir de 
l’écorce de lychees en Indochine. Saccharomyces boulardii est une espèce voisine de 
Saccharomyces cerevisiae dont elle se distingue par différentes caractéristiques taxonomiques, 
métaboliques et génétiques (Rambaud, 2004). 
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LEVURE UTILISÉE 
NOM DU 
MÉDICAMENT 
FORME PHARMACEUTIQUE 
INDICATIONS 
THÉRAPEUTIQUES 
S. boulardii ULTRA-LEVURE® 
Traitement symptomatique des diarrhées post-
antibiotiques 
Gélules
S. cerevisiae 
ACTISOUFRE® 
Traitement des états inflammatoires des rhinites 
et des rhinopharyngites chroniques 
Suspension buvable et nasale 
CALCIFORTE® 
Traitement des carences en calcium (lors des 
périodes de croissance, grossesse, allaitement) 
ou de décalcification osseuse (ostéoporose, 
immobilisation prolongée ou traitement 
prolongé par la cortisone) 
Solution buvable 
Poudre pour solution buvable 
CARBOLEVURE®
Troubles fonctionnels intestinaux, diarrhées, 
météorisme 
Gélules
SOLACY® Traitement des affections rhino-pharyngées Gélules et comprimés 
SPASMAG® 
Traitement des carences en magnésium 
(irritabilité, troubles mineures du sommeil, 
fatigue) 
Gélules 
Solution buvable
Maladies aigües 
1. Diarrhée associée aux antibiotiques 
2. Infection à Clostridium difficile 
3. Diarrhée aigüe 
4. Diarrhée persistante 
5. Diarrhée associée à une nutrition parentérale 
6. Diarrhée du voyageur
7. Infection à Helicobacter pylori 
Maladies chroniques 
1. Maladie de Crohn 
2. Rectocolite hémorragique 
3. Syndrome de l’intestin irritable 
4. Infections parasitaires 
5. Diarrhée associée au VIH 
TABLEAU 13. Liste des médicaments commercialisés en France contenant des levures 
S. cerevisiae ou S. boulardii (d’après http://www.vidal.fr/, consulté en août 2015) 
TABLEAU 14. Liste des maladies aigües et chroniques pour 
lesquelles la levure S. boulardii a montré une efficacité clinique 
(modifié d’après Kelesidis et Pothoulakis, 2012)
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Considérée comme non pathogène et classée GRAS, la levure S. cerevisiae est utilisée 
depuis l’Antiquité dans de nombreux procédés alimentaires pour ses capacités fermentatives, 
notamment pour la fabrication de boissons fermentées, du pain, du kéfir ou de laits fermentés. 
S. cerevisiae peut également être utilisée comme ingrédient dans l’alimentation animale. Les 
levures sont une source de protéines et de vitamines et leur ajout dans la ration alimentaire 
favorise la prise de poids de l’animal, augmentant ainsi les rendements de production et pourrait 
de plus modifier les fermentations ruminales et diminuer les risques d’acidose (Jouany, 2006). 
S. cerevisiae ou S. boulardii entrent dans la composition de nombreux médicaments 
commercialisés en France (TABLEAU 13). 
 
Les principales indications médicales de ces levures sont la prévention et/ou le 
traitement symptomatique des troubles intestinaux (Guandalini, 2011) et principalement des 
diarrhées associées à l’antibiothérapie. S. boulardii a montré une efficacité clinique dans de
nombreuses maladies aigües ou chroniques (TABLEAU 14).  
 
Les principaux mécanismes d’action de S. boulardii sont (i) l’antagonisme direct ou 
indirect contre des pathogènes intestinaux, (ii) la modification des voies de signalisation de 
l’hôte, principalement celles impliquées dans la réponse inflammatoire, (iii) la stimulation du 
système immunitaire et (iv) des effets trophiques sur la muqueuse intestinale (McFarland,    
2010 ; Im et Pothoulakis, 2010 ; Kelesidis et Pothoulakis, 2012). 
 
 
3.1.5.2. Saccharomyces cerevisiae var cerevisiae CNCM I-3856 
S. cerevisiae CNCM I-3856 est une nouvelle souche de levure probiotique récemment 
commercialisée aux Etats-Unis par la société Lesaffre® pour un usage chez l’Homme (Lynside 
Pro GI+, Lesaffre Human Care, USA).  
 
Cette levure (i) a déjà montré des propriétés anti-inflammatoires dans un modèle de 
colite induite chez la souris (Foligné et al., 2010), (ii) prévient l’augmentation de perméabilité 
intestinale et les signes de colite induite par les AIEC dans un modèle murin de la maladie de 
Crohn (Sivignon et al., 2015) et (iii) réduit l’inconfort digestif et les douleurs abdominales chez 
des patients atteints du syndrome de l’intestin irritable dans un essai clinique (Pineton de 
Chambrun et al., 2015). Dans cet essai randomisé en double aveugle contre placebo, 200
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volontaires présentant des symptômes du syndrome de l’intestin irritable ont consommé 500 
mg/jour de Lynside® Pro GI+ (8 x 109 UFC/g) pendant 8 semaines. La consommation de 
levures a permis une amélioration des désordres intestinaux causés par le syndrome de l’intestin 
irritable : diminution de la douleur et de l’inconfort abdominal/intestinal, des ballonnements, 
des flatulences et des difficultés à déféquer (Pineton de Chambrun et al., 2015). Il a également 
été montré dans un modèle d’hypersensibilité colique chez le rat que cette levure avait des effets 
analgésiques sous la dépendance des récepteurs PPARα («Peroxysome Proliferator-Activated 
Receptor») (Rousseaux et al., 2010).  
 
Des études sur cellules intestinales porcines ont également montré que la levure S. 
cerevisiae CNCM I-3856 peut diminuer la synthèse de cytokines pro-inflammatoires induite 
par une infection à ETEC (Zanello et al., 2011). Récemment, Jawhara et al. (2012) ont montré 
dans un modèle de souris traitée au DSS, que l’administration de S. cerevisiae CNCM I-3856 
diminuait l’inflammation intestinale et la colonisation par Candida albicans. 
 
Enfin, deux études ont exploré l’influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 sur le 
comportement d’une souche EHEC de sérotype O157:H7 dans l’environnement digestif 
humain in vitro. Etienne-Mesmin et al. (2011b) ont montré en conditions digestives humaines 
simulées une action inhibitrice de la souche S. cerevisiae CNCM I-3856 co-administré avec E. 
coli O157:H7. Dans le système digestif artificiel TIM 1, la reprise de croissance du pathogène 
est significativement diminuée dans les parties distales de l’intestin grêle en présence du 
probiotique. Dans l’environnement colique humain in vitro, Thévenot et al. (2013) ont montré 
en utilisant un fermenteur de type semi-continu (le système ARCOL) que la co-administration 
de la levure avec O157:H7 n’influençait pas la survie du pathogène.  
 
 
 Risques associés aux stratégies probiotiques  
Compte tenu de l’utilisation courante des probiotiques dans le monde et de la sécurité 
d’emploi des probiotiques actuelle, seul un nombre limité d’événements indésirables graves 
(bactériémie et fongémie) a été associé à ces traitements.  
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De rare cas d’infections locales ou systémiques incluant des septicémies ou des 
endocardites ont été rapportés impliquant principalement les espèces Enterococcus faecium et 
E. faecalis mais aussi des lactobacilles et des bifidobactéries. Une trentaine de cas de fongémie 
ont aussi été rapportés chez des malades traités par Saccharomyces boulardii principalement 
chez des patients immunodéprimés, ayant un cathéter ou présentant une muqueuse digestive 
très endommagée (Segarra-Newnham, 2007). D’une manière générale, les thérapies à base de 
probiotiques sont à proscrire chez les patients immunodéprimés et les enfants atteints du 
syndrome du grêle court (Surawicz et Damman, 2014). Dans de rares cas, les probiotiques 
peuvent aussi aggraver une pathologie. Ainsi, un essai clinique randomisé sur l’utilisation de 
probiotiques chez des patients atteints de pancréatite aiguë sévère a montré une augmentation 
des complications infectieuses dans les groupes probiotique et placebo, avec une augmentation 
de la mortalité dans le groupe probiotique par rapport au groupe placebo (Besselink et al., 
2008). Cependant, Reid et al. (2008) ont émis des réserves sur la méthodologie employée dans
cette étude en invoquant un biais de randomisation des patients.  
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3.2. Stratégie probiotique dans la prévention et/ou le 
traitement des infections à EHEC 
 
L’absence de traitement spécifique des infections à EHEC et le fait que l’antibiothérapie 
soit controversée – augmentation du risque de complications en cas de diarrhées sanglantes – 
ont conduit à s’intéresser à des moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs comme l’utilisation 
de probiotiques.  
 
Une revue de littérature présentée à la suite recense, de manière exhaustive et selon les 
trois modes d’action des probiotiques décrit précédemment, les publications où les probiotiques 
ont été utilisés dans une stratégie de lutte contre les infections à EHEC chez l’Homme, grâce à 
l’utilisation de modèles in vitro (cellules intestinales en culture et systèmes digestifs artificiels) 
et de modèles in vivo murins d’infection à EHEC. 
 
Des travaux ont montré que les probiotiques peuvent agir directement sur les EHEC soit 
en inhibant leur croissance par la production de composés antimicrobiens et/ou soit en 
diminuant leur virulence. Ainsi un traitement préventif avec Clostridium butyricum permet de 
diminuer la survie des EHEC dans le tractus gastro-intestinal en modèle murin et parallèlement, 
via la production de butyrate, inhibe l’expression des gènes stx le principal facteur de virulence
des EHEC (Takahashi et al., 2004).  
 
Les probiotiques peuvent également être utilisés pour moduler le système immunitaire 
de l’hôte en favorisant la réponse immune innée ou adaptative tels que L. casei ou L. rhamnosus 
capables d’induire la sécrétion d’IgA spécifiques aux E. coli O157:H7 (Ogawa et al., 2001 ; 
Shu et Gill, 2002) et en limitant la capacité du pathogène à induire une réponse immunitaire. 
Des études, in vitro et in vivo en modèle murin indiquent que des souches Lactobacillus ou 
Bifidobacterium peuvent entraîner une diminution de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires induite par E. coli O157:H7. 
 
Enfin, les probiotiques peuvent être utilisés dans une stratégie d’exclusion des EHEC : 
(i) des probiotiques du genre Lactobacillus peuvent diminuer l’adhésion du pathogène aux 
cellules épithéliales intestinales (Arena et al., 2014 ; Turková et al., 2013), (ii) S. boulardii 
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permet d’augmenter l’intégrité de la barrière intestinale en inhibant le réarrangement du 
cytosquelette induit par les EHEC (Dahan et al., 2003) ou encore (iii) la sécrétion d’acides 
organiques par des probiotiques du genre Lactobacillus et Bifidobacterium acidifiant le milieu 
entraîne une diminution de la survie du pathogène et de l’expression des gènes stx (Asahara et 
al., 2004 ; Carey et al., 2008).  
 
 
Cette revue de littérature met aussi en avant les limites actuelles de la stratégie 
probiotique contre les EHEC. En effet, les travaux réalisés sont néanmoins essentiellement 
descriptifs et les mécanismes impliqués peu connus et restent à être élucidés. De plus, de par le 
caractère pathogène des EHEC, les études cliniques chez l’Homme de l’efficacité d’un 
probiotique restent inenvisageable. L’ensemble de ces paramètres doivent être pris en compte 
avant d’envisager une commercialisation pour une application des probiotiques chez l’Homme
lors d’épidémies à EHEC.  
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l'Hôte”, UMR Inserm/Universite d’Auvergne U1071, USC-INRA 2018, Centre de Recherche en Nutrition Humaine Auvergne, Universite
d’Auvergne, Clermont-Ferrand, France; cService de Bacteriologie, CHU Clermont-Ferrand, Clermont-Ferrand, France
ABSTRACT
Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are major food-borne pathogens that constitute a ser-
ious public health threat. Currently, there is no specific treatment available for EHEC infections in
human creating an urgent need for the development of alternative therapeutic strategies.
Among them, one of the most promising approaches is the use of probiotic microorganisms.
Even if many studies have shown the antagonistic effects of probiotic bacteria or yeast on EHEC
survival, virulence, adhesion on intestinal epithelium or pathogen-induced inflammatory
responses, mechanisms mediating their beneficial effects remain unclear. This review describes
EHEC pathogenesis and novel therapeutic strategies, with a particular emphasis on probiotics.
The interests and limits of a probiotic-based approach and the way it might be incorporated into
global health strategies against EHEC infections will be discussed.
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Introduction
Escherichia coli is a paradigm for a versatile bacterial
species which comprises harmless commensals as well
as pathogenic variants with the ability to cause either
intestinal or extra-intestinal diseases in humans. Among
pathogenic groups responsible for enteric diseases in
humans, enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are
of serious public health concern because of their associ-
ation with large outbreaks worldwide and life-threaten-
ing complications (Bryan et al., 2015; Smith et al., 2014).
EHEC cause more than two million acute illnesses annu-
ally worldwide (Majowicz et al., 2014). In particular, in
2011, a major outbreak involving the enteroaggregative
EHEC O104:H4 occurred in central Europe affecting
nearly 4000 individuals and resulting in 54 deaths
(Frank et al., 2011). Although many serotypes have
been linked with human illness, most of the reported
outbreaks and sporadic cases of EHEC infection have
been associated with the O157:H7 serotype. Ruminants,
especially cattle, are a natural reservoir of the pathogen
and infection is typically acquired through the ingestion
of contaminated food (mainly undercooked beef prod-
ucts, unpasteurized milk and vegetable) or water,
through direct contact with animals or via person-to-
person transmission (Persad & LeJeune, 2014). The spec-
trum of EHEC-associated disease ranges from mild
watery diarrhea to hemorrhagic colitis and in severe
cases to the hemolytic-uremic syndrome (HUS) that can
lead to mortality, especially in children under 5 years of
age. HUS occurs in 5–10% of EHEC infections as a result
of exposure to Shiga-toxins (Stx), the main virulence fac-
tor of the pathogen, and is characterized by a triad of
acute kidney failure, microangiopathic hemolytic
anemia and thrombocytopenia (Karpman & Ståhl, 2014;
Keir, 2015). Hence, HUS remains the most common
cause of acute renal failure in children in the EU and
the US. Elderly mostly develop another complication
referred as the thrombotic thrombocytopenic purpura
(TTP) which differs from HUS because of neurological
symptoms including lethargy, severe headache, convul-
sions and encephalopathy (Karpman & Ståhl, 2014).
What makes EHEC particularly redoubtable is the very
low infectious dose: less than 50 to a few hundred
organisms are usually sufficient to lead to clinical signs
(Smith et al., 2014). Currently, treatment consists primar-
ily of supportive therapy and conventional antibiotic
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treatment is generally not recommended. The aim of
this review is to provide a state of the art on the current
treatments of EHEC infections and outline novel thera-
pies, with a particular focus on the use of probiotics.
Herein, this review gives an overview of in vitro and in
vivo studies showing beneficial effects of probiotics dur-
ing EHEC infections, pointing out when described the
associated molecular and cellular mechanisms. We also
discuss the potential and limits of such probiotic-based
approach in a wider context of global health strategies
against EHEC pathogens.
Virulence factors – pathogenesis
Even if Stx are clearly identified as the main virulence
factor of the pathogen, EHEC pathogenesis is not lim-
ited to toxin-mediated effects and a combination of
virulence traits is required to make a strain fully patho-
genic to humans. In particular, EHEC are well equipped
with an arsenal of molecular factors that allows them to
survive passage through the gastrointestinal tract and
successfully colonize the intestine (Figure 1). After being
ingested, the pathogen must breach first the acidic bar-
rier of the stomach (where pH ranges from 2 to 6) to
reach its intestinal niche. EHEC have intrinsic acid resist-
ance (AR) systems that enable its survival in the harsh
gastric environment by preventing the internal pH from
decreasing to lethal levels. Among them, the glutam-
ate-dependent AR system is thought to offer the high-
est level of protection under such extreme acid
conditions (Zhao & Houry, 2010). Since the infectious
dose of EHEC is typically very low, such acid resistance
is a critical virulence trait of the infection. After passage
through the stomach, it is assumed that EHEC colonize
the distal parts of the small intestine (Chong et al.,
2007) and the colon (Lewis et al., 2015), with a tropism
to the follicle-associated epithelium (FAE) of small intes-
tinal Peyer’s patches (Chong et al., 2007; Etienne-
Mesmin et al., 2011a; Phillips et al., 2000). EHEC colon-
ization involves attaching and effacing (A/E) lesions on
the enterocytes, which are characterized by ultra-struc-
tural changes including loss of microvilli and intimate
attachment of the bacterium to the cell surface
(Stevens & Frankel, 2014). Genes encoding A/E lesions
formation are localized on a pathogenicity island, the
locus for enterocyte effacement (LEE) encoding a bac-
terial type III secretion system (T3SS). Colonization is
mainly mediated by the primary adhesin intimin
(encoded by the eae gene) but other putative adher-
ence factors have been described, such as long polar
fimbriae (Lpf) or curli (McWilliams & Torres, 2014). In the
intestine, EHEC trigger a host acute mucosal inflamma-
tory response (Pearson & Hartland, 2014), characterized
by the production of cytokines with pro-inflammatory
(Tumor Necrosis Factor [TNF] and Interleukin-1 [IL-1])
and chemoattractant (Interleukin-8 [IL-8]) functions. Stx,
with a central role in the pathogenesis, are produced by
EHEC in the lumen of the intestine, and then cross the
epithelial barrier, via poorly described mechanisms, to
reach the target organs (Sch€uller, 2011). Two toxin fami-
lies encoded in the genomes of lysogenic lambdoid
phages are produced by the bacteria, namely Stx1 and
Stx2, the latter being associated with the most severe
complications (Siegler et al., 2003). These protein toxins
belong to the group of AB toxins (Bergan et al., 2012).
The pentameric B subunit binds to glycosphingolipid
receptors, and preferentially to globotriaosylceramide-3
(Gb3), which is expressed on host microvascular endo-
thelial cell surfaces in the kidney, intestine and brain
(Bauwens et al., 2013). This specificity determines where
Stx mediate their its targeted action. The A subunit
exhibits an RNA N-glycosidase activity against the 28S
rRNA, resulting in the inhibition of protein synthesis.
Recently, significant advances have been made to
understand how specific signals, including host or
microbiota-derived metabolic products and various
nutrient sources, can modulate expression and function
of EHEC virulence factors (Barnett Foster, 2013;
Connolly et al., 2015). Then, environmental signals such
as short chain fatty acids, ethanolamine, host hormones,
variations in fluid shear stress or changes in oxygen and
nitric oxide levels can mediate the regulation of EHEC
virulence during passage through the human gastro-
intestinal tract and be important determinants of niche
specification (Alsharif et al., 2015; Branchu et al., 2014;
Tran et al., 2014). Some of these responses and particu-
larly those implying the LEE are involved in a complex
network of regulation, including several mechanisms
such as quorum sensing (Figure 2). In EHEC, quorum
sensing was suggested as a global regulatory mechan-
ism for basic physiological functions of the bacteria, as
well as for the control of virulence factors and coloniza-
tion (Connolly et al., 2015; Smith et al., 2014; Walters &
Sperandio, 2006).
Current and novel therapies for EHEC
infections
Currently, treatments for EHEC infections only include
supportive schemes such as management of anemia,
bleeding or fluid and electrolytes imbalance, and aim to
manage renal failure and central nervous system symp-
toms. Clinical observations indicate that conventional
therapies for treating enteric bacterial infections, such
as antibiotic therapy, antimotility agents, narcotics and
non-steroidal anti-inflammatory medicines, are related
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to an increase of HUS or neurological complications and
may be not recommended for treatment of EHEC-
infected patients (Pacheco & Sperandio, 2012).
Antibiotics such as quinolones and mitomycin C have
been shown to increase the release of Stx upon cell lysis
or their production through the SOS response-triggered
induction of Stx-producing prophages (Kimmitt et al.,
2000). There is therefore a lack of specific therapies to
clear the infection or to prevent its related sequelae.
EHEC infections represent a notable economic burden
due to costs related to the loss of productivity, medical
care, decrease in the quality of life and death (Smith
et al., 2014). In this context, given the increasing num-
ber of HUS caused by Stx and the development of
Figure 1. EHEC pathogenesis in human: from natural reservoirs to intracellular pathogen. Cattle are a major reservoir of EHEC
and fecal shedding is the most important source of human infection. Human contamination mainly occurs through consumption
of contaminated bovine-derived products such as meat, milk and dairy products. Ingested bacteria must survive the acidic condi-
tions of the stomach to reach and colonize the distal parts of the intestine. In the intestine, EHEC are responsible for the forma-
tion of “attaching and effacing” lesions (A/E lesions) and the development of a strong mucosal innate immune response. A/E
lesions are characterized by effacement of microvilli and intimate adherence between bacteria and the epithelial cell membrane.
Shigatoxins (Stx) produced by the bacteria in the intestinal lumen are assumed to cross the human intestinal epithelium by differ-
ent routes: (1) a Gb3-independent transcellular pathway, (2) a paracellular transport due to redistribution of intercellular tight
junction proteins caused by EHEC infection, (3) a release of toxin in the lamina propria subsequent to EHEC translocation through
Peyer’s patches, capture by underlying macrophage and cell apoptosis, (4) a Gb3-dependent internalization of Stx, retrograde
transport, cell death and Stx release in the lamina propria (Sch€uller, 2011). Stx will thereafter reach the bloodstream and dissemin-
ate to their target organs (kidneys and brain), leading to serious life-threatening complications associated with EHEC infection.
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hypervirulent and antibiotic-resistant strains, there is an
urgent need to develop alternative therapies for EHEC
infections.
The increasing knowledge on the regulation and
mechanisms of action of EHEC virulence factors has
contributed to the development of new strategies to
counteract the effects of the pathogen and/or to pre-
vent diseases (Goldwater & Bettelheim, 2012; Pacheco &
Sperandio, 2012). Among the possible therapeutic
options, the use of agents that link Stx, block their bind-
ing at the cell surface (synthetic and natural binders,
antibodies) or inhibit their intracellular transport (e.g.
Mn2þwhich blocks endosome-to-Golgi trafficking of
Stx) has been considered. In particular, clinical trials
have been conducted with SYNSORB Pk, a drug consti-
tuted by silicon dioxide containing the trisaccharide
moiety of Gb3, which is assumed to compete with the
host cell receptor for Stx binding (MacConnachie &
Todd, 2004; Thomas & Elliott, 2013; Trachtman et al.,
2003). Unfortunately, the drug did not reduce the sever-
ity of the disease. Other strategies involve antibodies
against key pathogenetic pathway elements to interrupt
pathological process, such as inhibition of terminal
complement complex formation. Promising results have
been obtained in a small clinical pilot study with
Eculizumab, a humanized monoclonal anti-C5 antibody
that blocks the alternative complement pathway
(Lapeyraque et al., 2011). A vaccine against EHEC is still
not commercially available. However, several vaccine
strategies have been used with variable success in a
number of animal models, mainly in mouse or piglet
(Garcia-Angulo et al., 2013). Recent vaccine candidates
that have been evaluated include those composed of
virulence factors alone or as fused-subunits (Stx, intimin
or E. coli secreted protein A), DNA-based vaccines, atte-
nuated bacteria and bacterial ghosts. Despite the appar-
ent success of some of these approaches in human
trials (Pacheco & Sperandio, 2012; Szu & Ahmed, 2014),
there remains significant barriers for the successful
treatment of EHEC infections due to the complexity of
pathogenesis. It is unlikely that targeting a single path-
way with a treatment modality will be sufficiently effi-
cient in EHEC infections. Therefore, broader spectrum
approaches using quorum sensing inhibitors (Connolly
et al., 2015; Pacheco & Sperandio, 2012; Rasko et al.,
2008) or dietary supplementation (zinc, biotin, acety-
lated starch feed) (Connolly et al., 2015; Fukuda et al.,
2011; Mellies et al., 2012; Yang et al., 2015) are currently
under consideration. Notably, LED209 blocks the bind-
ing of quorum sensing signaling molecules (AI-3, epi-
nephrine and norepinephrine) to their receptor QseC,
leading to the inhibition of QseC-mediated activation of
virulence gene expression. LED209 has been shown to
markedly inhibit EHEC virulence in vitro, but failed to
decrease colonization in a rabbit animal model (Rasko &
Sperandio, 2010).
Antagonistic effects of probiotics against EHEC
pathogens
Beside these “abiotic” strategies, other approaches
involving microorganisms have been considered, such
as recombinant bacteria expressing surface molecules
mimicking host cell receptors (Paton et al., 2000) or car-
rying vaccine proteins (Ahmed et al., 2014; Gu et al.,
2011). Nevertheless, exposition of humans to genetically
Figure 2. Regulation of EHEC gene expression in the human
digestive environment by quorum sensing. Bacteria can
release signaling molecules known as autoinducers (AIs) into
the surrounding environment to communicate with each
other. This communication known as quorum sensing (QS)
refers to a regulation system that controls gene expression
according to modifications of cell population density. In EHEC,
the expression of several virulence genes is controlled by QS
and the AI-3 system seems to play the main role. In human
digestive environment, EHEC can sense two classes of signals
to activate their virulence genes, the first is the bacterial aro-
matic autoinducer (AI-3) produced by resident microbiota and
the second is the catecholamine class of hormones and in par-
ticular epinephrine/norepinephrine produced by the host. The
EHEC sensor kinase, QseC, autophosphorylates in response to
each of these signals and initiates a complex signaling cascade
that regulates expression of genes encoding proteins involved
in AE lesion formation and mobility (Reading et al., 2007;
Walters and Sperandio, 2006). The only gene known to be
regulated by AI-2 in EHEC encodes an ABC transporter named
Lsr (LuxS-regulated), responsible for the AI-2 uptake. Once
inside the cell, AI-2 interacts with LsrR involved in the repres-
sion of lsr operon expression. Previous studies have assigned
type III secretion and the flagella regulon in EHEC to AI-2 and
Sperandio et al. (2003) have shown that AI-3 was the signal-
ing molecule.
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modified microorganisms leads to regulatory concerns
(Paton et al., 2015). One of the most promising alterna-
tive strategies using microorganisms in the battle
against EHEC infections is the use of probiotics.
According to the popularized definition by the Food
and Agriculture Organization/World Health
Organization (FAO/WHO, 2002), and as revisited by an
expert panel from the International Scientific
Association for Probiotics and Prebiotics (Hill et al.,
2014), probiotics are defined as “Live microorganisms
that, when administered in adequate amounts, confer a
health benefit on the host”. The most common probiot-
ics include representatives of the lactic acid bacterial
group (lactobacilli, enterococci, bifidobacteria) and
yeasts from Saccharomyces genus (McFarland, 2015;
Varankovich et al., 2015). The antagonistic effects of
probiotics against enteric pathogens have been studied
extensively and three general classes of anti-pathogenic
mechanisms have been proposed: direct antagonism,
immunomodulation and competitive exclusion (Preidis
et al., 2011). Herein, this review outlines the beneficial
effects of probiotic bacteria and yeast against EHEC
pathogens for each mechanism listed above. These
studies are summarized in Tables 1 (direct antagonism),
2 (immunomodulation) and 3 (competitive exclusion).
Direct antagonism
In direct antagonism, probiotics kill or inhibit the
growth of pathogens to limit the spread of the infection
or down-regulate the expression of virulence factors
such as toxins or adhesins.
Clostridium butyricum, Escherichia coli Nissle and lac-
tobacilli strains have been shown to inhibit EHEC
growth in a simple in vitro approach using co-culture of
probiotic and pathogen (Mohsin et al., 2015; Reissbrodt
et al., 2009; Spinler et al., 2008; Takahashi et al., 2004) as
well as in gnotobiotic mice (Eaton et al., 2011; Takahashi
et al., 2004). In a dynamic multi-compartmental diges-
tion system that closely mimics the physico-chemical
conditions found in the human upper gastrointestinal
tract (TNO gastroIntestinal Model; TIM), Saccharomyces
cerevisiae significantly reduced EHEC O157:H7 growth
observed in the distal parts of the small intestine, pos-
sibly through a potential inhibitory role of ethanol pro-
duced by the yeasts that could be lethal to bacteria by
disrupting cell membrane (Etienne-Mesmin et al.,
2011b). Other compounds with antibacterial activity
have been identified, such as reuterin produced by
Lactobacillus reuteri during glycerol fermentation
(Spinler et al., 2008), butyric acid produced by C. butyri-
cum (Takahashi et al., 2004) and lactic acid produced by
lactic acid bacteria (Ogawa et al., 2001b). Bactericidal
activity of organic acids such as lactic acid depends
mainly on their undissociated form than can permeate
cell membranes by diffusion and release protons in the
cell (Ogawa et al., 2001b). Such undissociated forms can
be found in the human digestive environment at intes-
tinal pH around 6 (Salminen & Wrigh, 2004). These anti-
microbials can act alone or synergistically (Spinler et al.,
2008). Interestingly, in germ-free mice monocolonized
with EHEC, L. reuteri suppressed both the colonization
of the pathogen and signs of disease in the animal,
independently of reuterin production (Eaton et al.,
2011).
There are also evidences that co-administration of
EHEC and probiotics such as E. coli Nissle, C. butyricum
or various strains of lactobacilli and bifidobacteria can
lead to a decrease in Stx expression, production or
activity in vitro (Carey et al., 2008; Medellin-Pe~na et al.,
2007; Mohsin et al., 2015; Reissbrodt et al., 2009; Rund
et al., 2013; Tahamtan et al., 2011; Takahashi et al.,
2004) and in gnotobiotic or streptomycin-treated mice
(Asahara et al., 2004; Takahashi et al., 2004; Yoshimura
et al., 2010). Stx down-regulation may be related to pH
decrease as a result of organic acids produced by pro-
biotic bacteria (Asahara et al., 2004; Carey et al., 2008;
Takahashi et al., 2004). Furthermore, in a dynamic
model of the human large intestine, a probiotic strain
of S. cerevisiae significantly reduced stx1 and stx2
expression, but the associated mechanisms are not yet
elucidated (Thevenot et al., 2015). The probiotics can
also exert their antagonistic effects on adhesin expres-
sion. Released exopolysaccharides from Lactobacillus
acidophilus repressed biofilm formation by affecting
EHEC genes related to curli production (Kim et al.,
2009). Lactobacillus sakei and L. acidophilus exhibited in
vitro a significant inhibitory effect on LEE expression in
EHEC by the inhibition of AI-2 quorum signaling system,
leading to a reduction of bacterial adhesion to Hep-2
cells (Medellin-Pe~na et al., 2007; Park et al., 2014).
Immunomodulation
Probiotics can interact with the host immune system
and affect both innate and/or adaptive immunity. In
mouse or rabbit models, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus and Bifidobacterium thermaci-
dophilum enhanced the local immune response against
EHEC and Stx and/or increased the cellular immune
response, but to date the mechanisms involved remain
unknown (Gagnon et al., 2006; Ogawa et al., 2001a;
Shu & Gill, 2002). Probiotics may also modulate the
EHEC-induced immune response through down-
regulation of pro-inflammatory cytokine expression.
In vitro, Saccharomyces boulardii and Bifidobacterium
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breve reduced IL-8 secretion during EHEC infection of
intestinal cells via the inhibition of the NF-jB (nuclear
factor-kappa B) signaling pathway (Dahan et al., 2003;
St€ober et al., 2010). Saccharomyces boulardii can also
down-regulate TNF-a synthesis and related apoptosis in
EHEC-infected intestinal epithelial T-84 cells (Dalmasso
et al., 2006). These in vitro results were strengthened by
in vivo studies in EHEC-infected mice where
Lactobacillus paracasei inhibited inflammation by down-
regulating the expression of the pro-inflammatory cyto-
kines IL-1b and IL-6 and of Toll-like receptors (TLR) on
macrophages (Tsai et al., 2010).
Exclusion
Through exclusion mechanism, probiotics can alter the
microenvironment to prevent pathogens such as EHEC
from gaining access to their appropriate receptors, to
limit their attachment, entry or translocation or to
improve intestinal barrier function.
Most studies have shown that probiotic strains from
Lactobacillus genus can limit EHEC adhesion to intes-
tinal epithelial cells in vitro and reduce the formation of
A/E lesions (Arena et al., 2014; Chen et al., 2007; Hugo
et al., 2008; Medellin-Pe~na & Griffiths, 2009; Sherman
et al., 2005; Turkova et al., 2013). Surface layer proteins
of Lactobacillus crispatus were shown to contribute to
its increased adhesion to the cultured cells and there-
fore competitive exclusion of EHEC pathogens (Chen
et al., 2007). Antagonistic effect of Lactobacillus may
also result from small molecules secreted by the pro-
biotic as L. acidophilus cell-free spent medium remains
active against EHEC attachment to the intestinal epithe-
lial cells of ICR mice (Medellin-Pe~na & Griffiths, 2009).
Inhibition of pathogen adherence to intestinal epithelial
cells may also result from physical interactions between
probiotics and EHEC, as it has already been shown for S.
boulardii (Gedek, 1999), or from the ability of probiotics
to increase intestinal mucin gene expression. Kim et al.
(2008) and Mack et al. (1999) have shown that selected
lactobacilli are able to induce the upregulation of MUC2
and MUC3 intestinal mucins, thereby inhibiting the
attachment of E. coli O157:H7 to epithelial cells in vitro.
In addition to anti-adhesive properties, scarce studies
have demonstrated that probiotics can limit EHEC
internalization and translocation. Among the four
Lactobacillus strains tested, only L. rhamnosus sup-
pressed the internalization of EHEC by human colon
epithelial cells (Hirano et al., 2003). Besides, in murine
ileal loops, S. cerevisiae specifically inhibited EHEC inter-
actions with Peyer’s patches and the subsequent hem-
orrhagic lesions (Thevenot et al., 2015). Lastly,
L. rhamnosus-fed mice exhibited a lower incidence of
EHEC translocation to extra-intestinal tissues, including
spleen and liver (Shu & Gill, 2002).
Probiotics may also act favorably on the integrity of
the intestinal barrier. In T84 cells, S. boulardii increased
the transepithelial electrical resistance (TEER) by main-
taining the structural proteins of cytoskeleton via inhib-
ition of the phosphorylation of myosin light chain
(Dahan et al., 2003). Likewise, Bifidobacterium lactis and
L. rhamnosus synthetize molecules that stabilize tight
junctions by inhibiting cytoskeletal rearrangement
induced by EHEC (Johnson-Henry et al., 2008; Putaala
et al., 2008). In gnotobiotic mice, Bifidobacterium lon-
gum prevented Stx translocation through the intestinal
epithelium without changing EHEC growth rate or viru-
lence gene expression (Fukuda et al., 2011) and inhib-
ited their interactions with Gb3 receptor (Kim et al.,
2001). The authors suggested that acetate produced by
bifidobacteria may act on the colonic epithelium to
enhance epithelial integrity and the anti-apoptotic or
anti-inflammatory responses, resulting in blocking the
infiltration of lethal amounts of Stx from the gut lumen
into the bloodstream (Fukuda et al., 2012, 2011).
Despite the prominent role of gut microbiota in pro-
biotic activity, only two studies have investigated the
effect of probiotics on human gut microbiota compos-
ition and activity in a context of EHEC infection. In a
human large intestinal model inoculated with EHEC
O157:H7, the probiotic yeast S. cerevisiae had an individ-
ual-dependent effect on the main population of intes-
tinal microbiota and favorably influenced gut
microbiota metabolic activity through modulation of
short-chain fatty acid (SCFA) production, increasing
acetate production and decreasing that of butyrate
(Thevenot et al., 2015, 2013). As mentioned above, acet-
ate has an anti-infectious activity against EHEC through
the inhibition of Stx translocation (Fukuda et al., 2011),
while butyrate has been shown to enhance the expres-
sion of LEE and mobility genes of the pathogen
(Nakanishi et al., 2009; Tobe et al., 2011). Currently,
there is no evidence to state that such modulation of
SCFA production by probiotics will be significant
enough in the gut microbial ecosystem to induce inhibi-
tory effects on EHEC. In their study, Thevenot et al.
(2015) have observed a significant reduction in stx
expression, but the underlying mechanisms are still
unknown and such inhibitory effect has not been spe-
cifically linked to changes in SCFA production.
Probiotic-based strategy: potential and limits
A significant number of studies have shown the benefi-
cial effects of probiotic bacteria or yeast on EHEC patho-
gens through direct antagonism, interaction with host
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immune response or competitive exclusion. Probiotics
may use a combination of these mechanisms, opening
up the opportunity for a multi-targeted approach, more
relevant than a single one due to the complexity of
EHEC pathogenesis. Nevertheless, most of the current
studies have been carried out using oversimplified in
vitro approaches (such as co-cultures of probiotic and
pathogen), intestinal cells in culture or in vivo germ-free
or antibiotic treated animals. To date, only three studies
have been conducted in human-simulated digestive
environment using dynamic in vitro models of the
upper and lower digestive tract (Etienne-Mesmin et al.,
2011b; Thevenot et al., 2015, 2013). Despite the interest
of all these approaches, the conditions reproduced can
differ markedly from the ones encountered in the
human gastro-intestinal tract. A protective mucus layer
is missing in most cell culture models and in vitro mod-
els do not include some essential environmental cues,
such as host immune effectors and hormones or quo-
rum sensing. In vivo models are hampered by species-
specific differences in Gb3 distribution and by the lack
or the alteration of natural intestinal microbiota (Ritchie,
2014). In any case, the results obtained in vitro (even in
advanced models) or in animal models cannot directly
be extrapolated to the human situation and clinical tri-
als still remain a distant prospect.
Mechanisms mediating beneficial effects of probiot-
ics in EHEC infections (Figure 3) mainly involve pro-
duction of antimicrobial compounds such as reuterin
or organic acids that could inhibit pathogen growth
or down-regulate virulence gene expression (Carey
et al., 2008; Spinler et al., 2008; Takahashi et al.,
2004). However, in the majority of cases, studies
showing beneficial effects of probiotics remain merely
descriptive and additional efforts have to be made to
unravel the associated mechanisms of action. In par-
ticular, even if it is generally acknowledged that pro-
biotics act through beneficial modulation of the gut
microbial ecosystem (Hemarajata & Versalovic, 2013),
only two studies have investigated the effect of pro-
biotic strains in the presence of human intestinal
microbiota (Thevenot et al., 2015, 2013). Broadly, data
on the interactions of EHEC with human gut micro-
biota remain very scarce and controversial (Pifer &
Sperandio, 2014). De Sablet et al., (2009) and Iversen
et al., (2015) have shown that Bacteroides thetaiotao-
micron, a predominant commensal gut bacterium, is
able to inhibit Stx2 synthesis. On the contrary,
Pacheco et al. (2012) and Curtis et al., (2014) have
demonstrated that the same bacteria contributes to
EHEC virulence by cleaving fucose from mucin and by
producing succinate that induces T3SS and Stx2
production.
To date, assumptions have been made about mecha-
nisms of the action of probiotics, but in-depth investiga-
tions remain limited by EHEC pathogenicity, human
studies being obviously inconceivable. Relevant alterna-
tives may imply human microbiota-associated animals
(Le Bihan et al., 2015) or digestion models closely mim-
icking the human digestive tract (Guerra et al., 2012;
Payne et al., 2012). Humanized animal models are
attractive tools to study the interplay between host,
resident microbiota, probiotics and EHEC. Dynamic
multi-compartmental in vitro digestion models, such as
the TIM (Blanquet-Diot et al., 2012; Minekus et al., 1995)
or the SHIME (Simulator of the Human Intestinal
Microbial Ecosystem) (Marzorati et al., 2014; Molly et al.,
1993) may be useful to better understand how probiot-
ics and EHEC interact in the successive environments of
the human gastrointestinal tract and respond to main
physicochemical digestive parameters (such as acid
stress, bile, oxygen level or fluid shear) in a tempora-
l–spatial fashion.
Probiotics in a global health area
Once the health benefit of probiotics is being estab-
lished using in vitro and in vivo approaches, the next
questions to be addressed will be how and when the
probiotics should be taken? Probiotic dosage depends
on both products and specific indications. Generally, no
consensus exists about the minimum number of micro-
organisms that must be ingested to obtain a beneficial
effect, but the concentration of probiotics needed to
obtain clinical effects is often quoted as >106 CFU/mL
in the small bowel and 108 CFU/g in the colon (Minelli
& Benini, 2008). In studies investigating the antagonistic
effects of probiotics against EHEC strains, probiotic con-
centrations varied from 103 to 109 CFU/mL with a ratio
between probiotic and pathogen ranging from 1 to
104–105. However, it is difficult to extrapolate these
data to humans and only clinical trials will allow the
determination of effective doses. In studies related in
Tables 1–3, both preventive and curative probiotic-
based strategies have been successfully used in the
fight against EHEC pathogens. In human, the most
appropriated use of probiotics would certainly be to
administer them to at-risk populations (young infant,
elderly people) during EHEC outbreaks or sporadic
cases, as a complement for the available symptomatic
treatments. Another possibility would be to treat the
immediate entourage of infected people with the aim
to minimize or prevent secondary transmission.
Alternatively, probiotics should also be given to patients
suffering from aqueous diarrhea to prevent systemic
complications before establishment of EHEC infection.
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Probiotics are available as supplements (i.e., tablets,
capsules or powders) and fermented dairy products (i.e.,
yogurt and milk) (Foligne et al., 2013). With regards to
EHEC, no study has investigated the influence of dosage
forms on the antagonistic properties of probiotics and
very few surveys have assessed their activity when
being administered within a food vehicle (Arena et al.,
2014; Russo et al., 2014), leaving a wide field of investi-
gation. In particular, it would be of great interest to
evaluate how the mode of administration may influence
the antagonistic activity of probiotics against EHEC
strains in the human digestive environment. Depending
on the intended use of a probiotic, i.e. whether as a
drug or a dietary supplement, regulatory requirements
will differ (Hoffmann, 2013; Venugopalan et al., 2010).
The most likely scenario for probiotics in the treatment
of EHEC infections is their commercialization as a drug
which will impose sound demonstration of safety and
efficacy for beneficial microorganisms.
Even if probiotics are well-recognized for their health
beneficial effects in human, probiotic therapy can be
contraindicated, mainly in critically ill patients, critically
sick infants, postoperative as well as in hospitalized and
immune-compromised patients (Didari et al., 2014;
Snydman, 2008). The main identified risk factors are
immune compromised state, impaired intestinal barrier
function associated with multi organ failure or severe
acute pancreatitis, and central venous catheter (Sanders
et al., 2010). The main area of concern with probiotic
use is the risk of sepsis, possible adverse metabolic
effects from manipulation of the microbiota and trans-
fer of antimicrobial resistance from probiotic strain to
more pathogenic bacteria from the resident microbiota.
As EHEC belong to a family of pathogens which causes
A/E lesions, infection leads to injury of the epithelial cell
barrier, which has been identified as a risk factor for
probiotic adverse effects. Therefore, it can be reason-
ably argued that probiotics have to be used with great-
est caution in severely ill patients (especially young
infant), such as during acute phase of HUS.
This review primarily focuses on the interest of a pro-
biotic-based strategy in human. Nevertheless, it should
be pointed out that such approach could also be used
at different stages of the food chain from agricultural
Table 2. Overview of reported studies showing antagonistic effects of probiotics against EHEC through immunomodulation.
References Probiotic strains EHEC strains
Dose (CFU/mL)
Probiotic/EHEC Model Therapy Mechanisms
Enhance the functionality of innate and/or adaptive immunity
Gagnon et al. (2006) B. thermacidophilum
strain RBL 71
O157:H7 strain
EDL931
4 109/2 1010 In vivo infection
in BALB/c mice
Preventive Increased levels of
anti-E. coli
O157:H7-specific
IgA in feces
and IgG and IgM in
serum
Shu and Gill (2002) L. rhamnosus strain
HN001
O157:H7 strain 2988 Supplemented diet
3 108 CFU/g
/4 103
In vivo infection
in BALB/c and
C57BL/6 mice
Preventive Increased levels of
anti-E. coli
O157:H7 IgAs
Ogawa et al. (2001b) L. casei strain Shirota O157:H7 strain
89020087
1 108/4 103 Infant rabbit
infection model
Preventive Increased levels of
anti-Stx1/Stx2 lgAs
Limit the ability of the pathogen to initiate or facilitate an immune response
Tsai et al. (2010) L. paracasei strain
NTU 101
O157:H7 strain
EDL933
1 108/5 104 In vivo infection
in BALB/c mice
Preventive Down-regulation of
proinflamatory
cytokines and che-
mokines
expression
St€ober et al. (2010) B. adolescentis strain
DSMZ 20086
O157:H7 strain
EDL933,
O103:H2 strain PMK5,
O26:H- strain 2331/01,
O157:H- strain 5791/
99,
O113:H21 strain TS
18/08
Ration 100:1 In vitro infection
in HT29 cells
Curative Inhibition of IL-8
secretion by block-
ing the NF-jB sig-
naling pathway
Dahan et al. (2003) S. boulardii
(BIOCODEX)
O157:H7 strain
EDL931
Ratio 1:10 In vitro infection
in T84 cells
Preventive Inhibition of IL-8
secretion by block-
ing the NF-jB sig-
naling pathway
Dalmasso et al. (2006) S. boulardii
(BIOCODEX)
O157:H7 strain
EDL931
Ratio 1:10 In vitro infection
in T84 cells
Preventive Inhibition of TNF-a
synthesis and
related apoptosis
“Curative” treatment: co-administration of probiotics with the pathogen or co-culture of pathogen and probiotics. “Preventive” treatment: probiotics were
administered prior to the pathogen.
B.: Bifidobacterium; L.: Lactobacillus; S.: Saccharomyces; IL: Interleukin; NF-jB: Nuclear Factor-Kappa B; TNF: Tumor Necrosis Factor.
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production on the farm to processing and manufactur-
ing of foods. In agricultural production, probiotics can
act at two levels to control EHEC infection: (i) in animal
feed to reduce EHEC carriage in the ruminant gastro-
intestinal tract, thus limiting contamination of food-
related products (Berry & Wells, 2010; Forano et al.,
2013) and (ii) as silage inoculants to prevent microbial
spoilage (Duniere et al., 2015; Duniere et al., 2011;
Pedroso et al., 2010). Probiotic supplementation has
also been considered during processing of various food
matrices (dairy products, sausages and olives) to reduce
EHEC bacterial load (Bevilacqua et al., 2010; Calderon
et al., 2007; Ruiz-Moyano et al., 2009).
Conclusions
EHEC have been recognized as one of the most import-
ant water and food-borne pathogens. As current treat-
ment of EHEC infections is essentially symptomatic,
alternative therapeutic options, such as the use of pro-
biotic microorganisms, have been considered in an
attempt at decreasing infection outcomes. A significant
number of in vitro and in vivo studies have shown the
beneficial effects of probiotics against the pathogen.
However, in-depth understanding of the underlying cel-
lular and molecular mechanisms and clear definition of
appropriate conditions of probiotic use in humans
(dose, mode of administration, potential adverse effects)
are challenging, but necessary steps should be taken
before their commercialization and use in EHEC-infected
patients.
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Dans cette DEUXIÈME PARTIE, sont exposés les travaux réalisés au cours de cette thèse 
financée par la région (Bourse CPER), s’inscrivant dans le projet « Auvergne STEC risque » né 
d’une collaboration entre l’EA-CIDAM, le M2isH, l’UR454 Microbiologie de l’INRA de 
Clermont-Fd/Theix, Lallemand, et l’UR Calytiss de VetAgro Sup.  
 
Les résultats expérimentaux sont présentés sous la forme de quatre publications dont les 
objectifs étaient l’étude in vitro et in vivo du comportement de souches EHEC dans le tractus digestif 
humain et l’influence d’un traitement probiotique avec la levure Saccharomyces cerevisiae  
CNCM I-3856. 
___________________________________________________________________________ 
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CHAPITRE 1 : 
 
COMPORTEMENT DE LA LEVURE PROBIOTIQUE  
S. cerevisiae CNCM I-3856  
DANS LE TRACTUS DIGESTIF HUMAIN SIMULÉ  
 
 
Introduction à la publication n°1  
L’absence de traitement spécifique contre les EHEC et le fait que l’antibiothérapie 
augmente le risque de complications en cas de diarrhées sanglantes ont conduit à s’intéresser à 
des moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs, comme l’utilisation de probiotiques. Les 
probiotiques sont définis comme des « micro-organismes vivants qui, lorsqu’ils sont 
administrés en quantités adéquates, confèrent un bénéfice pour la santé de l’hôte » (FAO/WHO 
2002 ; Hill et al., 2014). Ainsi, afin de satisfaire à cette définition, ces micro-organismes doivent 
survivre aux conditions digestives, persister temporairement dans le tractus digestif et présenter 
une activité qui doit se traduire par des effets positifs pour l'hôte, activité souvent médiée par 
une modulation bénéfique du microbiote intestinal (Sanders, 2008). La survie du probiotique 
va être conditionnée par de nombreux facteurs et en particulier par son mode d’administration 
(matrice alimentaire, forme galénique…). 
 
Parmi les microorganismes probiotiques les plus courants on retrouve des bactéries 
lactiques appartenant aux genres Lactobacillus et Bifidobacterium. La levure Saccharomyces 
boulardii est également un probiotique fréquemment utilisé chez l’Homme depuis une 
quarantaine d’années. Cette souche a montré son efficacité dans le traitement des diarrhées 
associées à la prise d’antibiotiques et possède des propriétés antagonistes intéressantes vis-à-
vis de différents pathogènes dont les EHEC. En effet, des études in vitro ont montré que S. 
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boulardii diminuait l’activation des voies de signalisation pro-inflammatoires dans les cellules 
coliques T84 infectées par E. coli O157:H7, et ce, uniquement lorsque le traitement probiotique 
était antérieur à l’infection (Dahan et al., 2003 ; Dalmasso et al., 2006).  
 
En plus de S. boulardii, une nouvelle souche de levure probiotique a été récemment 
commercialisée aux Etats-Unis par la société Lesaffre® pour un usage chez l’Homme (Lynside 
Pro GI+, Lesaffre Human Care, USA) : la souche S. cerevisiae CNCM I-3856. Cette levure (i) 
a déjà montré des propriétés anti-inflammatoires dans un modèle de colite induite chez la souris 
(Foligné et al. 2010), (ii) prévient l’augmentation de perméabilité intestinale et les signes de 
colite induite par les AIEC dans un modèle murin de la maladie de Crohn (Sivignon et al., 
2015), (iii) réduit l’inconfort digestif et les douleurs abdominales chez des patients atteints du 
syndrome de l’intestin irritable (Pineton de Chambrun et al., 2015) et (iv) diminue la synthèse 
de cytokines pro-inflammatoires induite par une infection à ETEC dans un modèle in vitro de
culture intestinale porcine (Zanello et al., 2011). De plus, les travaux précédents réalisés au 
laboratoire ont permis de mettre en évidence l’effet antagoniste vis-à-vis d’E. coli O157:H7 de 
la levure S. cerevisiae CNCM I-3856 qui diminue significativement la reprise de croissance du 
pathogène dans les parties distales de l’intestin grêle dans le système digestif artificiel TIM 1 
(Etienne-Mesmin et al., 2011). Même si les études citées ci-dessus ont établi certaines 
propriétés bénéfiques de S. cerevisiae CNCM I-3856, il existe très peu de données sur sa 
capacité à survivre dans l’environnement digestif humain et ses interactions avec le microbiote 
intestinal de l’hôte.  
 
L’objectif de cette étude était d’évaluer la survie de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans 
l’ensemble du tractus digestif in vitro grâce au potentiel des modèles TIM-1 (reproduisant 
l’estomac et intestin grêle) et ARCOL (mimant le côlon). L’influence du probiotique sur le 
microbiote colique implanté dans le modèle ARCOL a également été étudiée, ainsi que celle de 
la matrice alimentaire sur sa survie dans le modèle TIM-1.  
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Abstract: The beneficial effects of probiotics are conditioned by their survival during
passage through the human gastrointestinal tract and their ability to favorably influence
gut microbiota. The main objective of this study was to use dynamic in vitro models
of the human digestive tract to investigate the effect of fasted or fed state on the survival
kinetics of the new probiotic Saccharomyces cerevisiae strain CNCM I-3856 and to assess
its influence on intestinal microbiota composition and activity. The probiotic yeast showed
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a high survival rate in the upper gastrointestinal tract whatever the route of admistration,
i.e., within a glass of water or a Western-type meal. S. cerevisiae CNCM I-3856 was more
sensitive to colonic conditions, as the strain was not able to colonize within the bioreactor
despite a twice daily administration. The main bacterial populations of the gut microbiota,
as well as the production of short chain fatty acids were not influenced by the probiotic
treatment. However, the effect of the probiotic on the gut microbiota was found to be
individual dependent. This study shows that dynamic in vitro models can be advantageously
used to provide useful insight into the behavior of probiotic strains in the human
digestive environment.
Keywords: probiotic; Saccharomyces cerevisiae; survival; in vitro models; human
gastrointestinal tract; intestinal microbiota; food matrix
1. Introduction
Probiotics are defined as “live microorganisms that, when administered in adequate amounts, confer
a health benefit on the host” [1]. The most commonly used probiotics are lactic acid bacteria such
as Lactobacilli, Enterococci or Bifidobacteria. Even if most studies about probiotics have focused
primarily on bacteria, there are also many reports showing the potential of probiotic yeasts [2].
Among them, Saccharomyces cerevisiae var boulardii has long been known to be effective for treating
acute and chronic intestinal diseases [3–5]. The main mechanisms of action of probiotic yeast are
(i) the direct or indirect inhibition of intestinal pathogens, (ii) the modification of host signaling
pathways, especially those involved in inflammatory response, (iii) the stimulation of the immune
system, and (iv) the trophic effects on intestinal mucosa [3–5].
Although only S. boulardii has been widely studied and its inhibitory mechanisms are well defined,
other yeast strains have been considered for their probiotic properties. In particular, Saccharomyces
cerevisiae CNCM I-3856 is a new probiotic yeast, which has been shown to decrease inflammation in
a mouse model of chemically-induced colitis [6], to prevent colitis induced by AIEC (adherent-invasive
Escherichia coli) in the transgenic mice model mimicking Crohn’s disease [7] and to reduce digestive
discomfort and abdominal pain in patients with irritable bowel syndrome [8]. Saccharomyces
cerevisiae CNCM I-3856 has also shown interesting antagonistic properties against other pathogenic
Escherichia coli, such as ETEC (enterotoxigenic E. coli) and EHEC (enterohemorrhagic E. coli).
Zanello et al., have shown that viable S. cerevisiae CNCM I-3856 inhibits the ETEC-induced
pro-inflammatory pathways in porcine intestinal epithelial cells [9]. Using relevant dynamic in vitro
models of the upper and lower human gastrointestinal tract, Etienne-Mesmin et al., and Thévenot et al.,
have revealed that this probiotic yeast significantly reduces the growth resumption of EHEC O157:H7
observed in the distal parts of the small intestine and decreases Shiga-toxin expression in the large
intestine [10–12].
Although the above studies have provided evidence of the effectiveness of S. cerevisiae
CNCM I-3856, the mode of action of this probiotic yeast still needs to be clarified. In particular,
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very little published data are available on its survival in the human digestive environment [10,13],
and information about its interactions with human microbiota is clearly missing, although these two
parameters are key features of probiotic strains.
In this context, the aim of the present study was to use the potential of dynamic in vitro digestion
models to expand the current knowledge on the behavior of S. cerevisiae CNCM I-3856 in the human
digestive tract. In the first step, the influence of fed or fasted conditions on Saccharomyces cerevisiae
CNCM I-3856 survival in the upper human gastrointestinal tract was investigated using the gastric and
small intestinal model TIM-1 (TNO gastroIntestinal Model-1). The probiotic showed a high resistance
to the gastric and small intestine environment whatever the mode of administration. In a second step,
the yeast survival in human colonic conditions was assessed using the ARCOL (artificial colon) model,
as well as its effects on human gut microbiota composition and metabolic activity. S. cerevisiae CNCM
I-3856 was not able to colonize in the large intestinal conditions but had an individual-dependent effect
on gut microbiota profiles. TIM-1 and ARCOL provide clarification on the behavior of the probiotic
yeast strain during digestion in humans.
2. Experimental Section
2.1. Yeast Strain
The yeast strain S. cerevisiae CNCM I-3856 (Lynside Pro GI+, Lesaffre Human Care,
Marcq-en-Baroeul, France) was supplied in its active dried powder form and administered into the TIM-1
and ARCOL at a concentration of 107 CFU/mL.
2.2. Simulated Human Digestive Conditions
2.2.1. In Vitro Digestion in the TIM-1 System
The gastro-intestinal TIM-1 system (TNO, Zeist, The Netherlands) is a multi-compartmental,
dynamic, computer-controlled model that simulates the upper human gastro-intestinal tract (Table 1).
TIM-1 consists of four successive compartments simulating the conditions found in the stomach and
the three segments of the small intestine in humans, i.e., the duodenum, jejunum, and ileum. The main
parameters of human digestion, such as pH, body temperature, peristaltic mixing and transport, gastric,
biliary and pancreatic secretions, and passive absorption of small molecules and water, are reproduced
as accurately as possible. Briefly, each compartment is composed of glass units with a flexible inner
membrane. Peristaltic mixing and body temperature are achieved by pumping water at 37 ◦C into the
space between the glass jacket and the flexible wall at regular intervals. Mathematical modeling of gastric
and ileal deliveries with a power exponential equation [14] is used for the computer control of chyme
transit. In the Elashoff equation (f = 1 − 2−(
t
t1/2
)β
), t1/2 is the half time of gastric or ileal emptying
and β a coefficient describing the shape of the curve. Chyme transport through the TIM-1 is regulated
by the peristaltic valves that connect the successive compartments. The volume in each compartment is
monitored by a pressure sensor, and pH is computer-monitored and continuously controlled by adding
either HCl (gastric compartment) or NaHCO3 (intestinal compartments). Simulated gastric, biliary
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and pancreatic secretions are introduced into the corresponding compartments by computer-controlled
pumps. Water and products of digestion are removed from the jejunal and ileal compartments by
pumping dialysis liquid through hollow fiber membranes (SF 90G, Nipro R�, Osaka, Japan, with a
molecular mass cut-off value of 10 kDa). Before each experiment, the system is washed with detergent,
rinsed with water and decontaminated by steaming at 105 ◦C for 45 min.
Table 1. Schematic representation of TIM-1 and ARCOL.
In Vitro Models Main Parameters
TIM-1
(gastric and small
intestinal model)
- body temperature
- evolution of gastric and intestinal pH
- chyme mixing
- transit time
- gastric and ileal deliveries
- gastric, biliary and pancreatic secretions
- passive absorption of water and digestion
products
ARCOL
(large intestinal model)
Cuve à
double-enveloppe
Recirculation des gaz
Mélange de la phase
gazeuse (turbine axiale)
Capteur de niveau
Prélèvement manuel
Sonde d’oxydo-réduction
Sonde pH
Entrée milieu nutritif
Sortie milieu
Agitation milieu
(turbine marine)
Injection bactéries/levures
Entrée dialyse
Sortie dialysat
Septum avec
entrée NaOH
Condenseur
Sonde de
température
N2 (uniquement en 
début d'expérience) Prélèvement gaz
Filtre
Tuyaux
Milieu 0,5 L max
Capteur de pression
Fibre de dialyse
Evacuation surpression et 
Mesure production de gaz
Pompe continue
ou discontinue
Electrovanne
Clamp
Légende :
P2
Q2
C2
D2
U2
V2
B2
O2
N2
M2
L2
K2
J2
I2
F2
G2
H2
T2
S2
A2
R2
E2
- body temperature
- colonic pH
- large intestine retention time
- supply of ileal effluents
- anaerobiosis maintained by resident
microbiota activity
- passive absorption of water and
fermentation metabolites
Schematic representation of TIM-1 from [15]: A: gastric compartment; B: pyloric sphincter; C: duodenal compartment; D: peristaltic
valves; E: jejunal compartment; F: peristaltic valves; G: ileal compartment; H: ileal-cecal valve; I: gastric secretion (lipase, pepsin);
J: duodenal secretion (bile, pancreatic juice, electrolytes); K: bicarbonate secretion; L: pre-filter; M: filtration system; N: filtrate with
bio-accessible fraction; O: hollow fiber system (cross section); P: pH electrodes; Q: level sensors; R: temperature sensors; S: pressure sensor.
Schematic representation of ARCOL: A2: reactor with double thermal jacket; B2: sparger; C2: rushton impeller; D2: marine impeller; E2: condenser;
F2: redox sensor; G2: pressure control; H2: inoculum inlet; I2: pH sensor; J2: temperature sensor; K2: level sensor; L2: NaOH inlet; M2: sampling
system; N2: medium inlet; O2: medium outlet; P2: N
2
(only before inoculation with fecal sample); Q2: gas outlet; R2: filter system; S2: dialysis inlet;
T2: dialysis outlet; U2: dialysis fiber; V2: colonic medium.
The TIM-1 system was programmed to reproduce according to in vivo data the physicochemical
conditions observed during the digestion of a glass of water (fasted state, n = 3) or a solid meal
(fed state, n = 4) in a healthy human adult (Table 2). The total duration of the experiments was 300
min. In the fasted state, the suspension (200 mL) that was introduced into the TIM-1 system consisted
of mineral water (Volvic R�, Danone, Volvic, France) inoculated with S. cerevisiae CNCM I-3856 in
powder form (final concentration 107 CFU/mL). The test meal used in the fed protocol was composed of
16.3 g of mixed diced vegetables, 2.5 g of salad dressing, 25 g of undercooked ground beef,
7.8 g of instant mashed potato, 16.3 g of Ultra High Temperature (UHT) full-cream milk,
4 g of cream cheese, 25 g of applesauce and 15 g of sliced white bread. The volume
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of the meal was adjusted to 300 mL with mineral water (Volvic R�, France), homogenized
for 20 min with an Ultra Turrax system (T25, IKA R�, Werke, Staufen, Germany) set at
24,000 rpm before inoculation of S. cerevisiae CNCM I-3856 in powder form (final concentration
107 CFU/mL). Samples were taken in the initial suspensions (glass of water or solid meal)
before introduction into the artificial stomach and regularly collected during digestion in the different
compartments of the TIM-1 system, as well as in the cumulative ileal effluents kept on ice and pooled
hour-by-hour in order to determine the survival rate of the probiotic yeast in the upper gastrointestinal
tract. Control digestions with a transit marker were carried out under the same experimental conditions
(n = 3 with fasted protocol, n = 4 with fed protocol) by using water containing 0.8% (wt/vol) of blue
dextran as the initial suspension [16].
2.2.2. In Vitro Fermentation in the ARCOL Model
ARCOL is a one-stage semi-continuous fermentation system (Applikon, Schiedam, The Netherlands)
that integrates the main parameters of the in vivo human colonic environment, including pH, body
temperature, supply of ileal effluents, retention time, anaerobiosis maintained by the sole activity of
resident microbiota, and passive absorption of water and fermentation metabolites [12] (Table 1). Fresh
feces from healthy volunteers who had no history of antibiotic or probiotic treatment 3 months before
the study were used to inoculate the bioreactor. The fecal inoculum was prepared under strict anaerobic
conditions in a vinyl anaerobic chamber (Coy, Grass Lake, MI, USA). Stools (≈ 50 g) were mixed
with 350 mL of a 200 mM sodium phosphate buffer and filtered through a double layer of gauze. The
fecal suspension was rapidly transferred to the bioreactor, flushed with O2-free N2 gas, and brought to
450 mL with culture medium. The ARCOL model was run under conditions reproducing a healthy
human colon with a fixed temperature of 37 ◦C, a controlled constant pH of 6.3, a mean retention time of
36 h and a redox potential (Eh) of –400 mV. The nutritive medium, which was sequentially introduced
into the bioreactor, contained various carbohydrate, protein, lipid, mineral and vitamin sources, in order
to closely mimic the composition of the ileal effluents [17]. The fermentative process allowed the
maintenance of anaerobic conditions in the bioreactor, with the initial sparging with O2-free N2 gas
being stopped after inoculation. A dialysis system using hollow fiber membranes (molecular mass cut-off
value of 30 kDa) maintained the appropriate electrolyte and metabolite concentrations and the operating
volume. Two experimental schemes (n = 3 for each condition) were used: (i) no supplementation and
(ii) twice daily supplementation with S. cerevisiae CNCM I-3856 re-suspended in sterile saline water
(final concentration in the bioreactor of 107 CFU/mL). Each experiment started after a 4-day
stabilization phase and was done in triplicate using feces collected from three different volunteers.
Samples were taken immediately after inoculation of the probiotic yeast and regularly collected from
the colonic medium to determine its survival kinetics in the large intestine. In parallel, the main
bacterial populations of human intestinal microbiota were followed by real-time quantitative PCR
(qPCR) analysis. Dialysis outflows of the ARCOL model were daily sampled to determine short chain
fatty acid (SCFA) production by gas chromatography.
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Table 2. Parameters of in vitro digestions in the TIM-1 model.
In Vitro Digestion Parameters Fasted – “Glass of Water” Protocol Fed – “Solid Meal” Protocol
pH
water food
0
2
4
6
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Time (Hours)
pH
Stomach Duodenum Jejunum Ileum
Transit time
water food
0
25
50
75
100
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Time (Hours)
Pe
rce
nta
ge
 of
 in
tak
e
Stomach Duodenum Jejunum Ileum Cumulative ileal effluents
Digestive secretions
Gastric compartment
130 U/min of pepsin 520 U/min of pepsin
5 U/min of lipase 20 U/min of lipase
0.25 mL/min of HCl 0.3 M if necessary 0.25 mL/min of HCl 1.5 M if necessary
β = 1 and t1/2 = 15 min β = 1.8 and t1/2 = 85 min
Duodenal compartment
20 mg/min of bile extract during 30 min of digestion then 10 mg/min
0.25 mg/min of intestinal electrolyte solution
20 mg/min of pancreatin (4 USP) 80 mg/min of pancreatin (4 USP)
0.25 mL/min of NaHCO
3
0.5 M if necessary 0.25 mL/min of NaHCO
3
1 M if necessary
Jejunal compartment
0.25 mL/min of NaHCO
3
0.5 M if necessary 0.25 mL/min of NaHCO
3
1 M if necessary
Ileal compartment
0.25 mL/min of NaHCO
3
0.5 M if necessary 0.25 mL/min of NaHCO
3
1 M if necessary
β = 2.4 and t1/2 = 150 min β = 2.5 and t1/2 = 250 min
Dialysis (Jejunum and ileum) 10 mL/min
U: unity; USP: United States Pharmacopeia. The Elashoff equation (f = 1 − 2−(
t
t1/2
)β
), where f represents the fraction of
meal delivered and t the time of delivery, t1/2 the half-time of delivery, and β a coefficient describing the shape of the curve,
was used for the computer control of gastric and ileal deliveries in the TIM-1 system [14].
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2.3. Yeast Survival in the in Vitro Gastrointestinal Tract
The survival of S. cerevisiae CNCM I-3856 in the TIM-1 and ARCOL systems was determined
by plating on Sabouraud dextrose agar supplemented with gentamicin (10 µg/L) and chloramphenicol
(50 µg/L) followed by incubation at 30 ◦C during 48 h. The number of culturable cells was determined
by visual counting and used as an indicator of probiotic survival. In the TIM-1 system, results were
expressed as percentages of initial intake and were cross-compared to those obtained with the blue
dextran transit marker. This compound is a non-absorbable transit marker, which indicates a 100%
survival percentage for yeast. Its concentrations throughout the TIM-1 fluctuate according to the
volume of each digestive compartment, the rate of dilution by digestive secretions and the chyme flow
between two successive compartments. Thereby, yeast curves below that of the transit marker will
reflect cell mortality, while curves above the transit marker will be indicative of yeast growth renewal.
Concentrations of blue dextran in the digestive samples from the TIM-1 system were determined
colorimetrically using a Multisckan spectrum (Thermo Scientific, Schaumburg, IL, USA) at 595 nm.
In the ARCOL system, results were expressed as log10 colony forming units (CFU)/mL. Bacterial
concentrations were normalized with respect to the amount on the last day of the stabilization phase.
2.4. Composition and Metabolic Activity of Human Colonic Microbiota
Total genomic DNA was extracted from 250 µL of colonic medium by using the two first steps of
Yu and Morrison’s protocol [18] and the QIAamp DNA stool minikit (Qiagen, Courtaboeuf, France),
according to the manufacturer’s instructions. The main bacterial populations of human intestinal
microbiota (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Bifidobacteria, Bacteroides, Enterobacteriaceae,
Lactococcus/Pediococcus/Leuconostoc, E. coli, Faecalibacterium prausnitzii) were followed in the
ARCOL model by qPCR analysis, as previously described by Thévenot et al. [12]. Primers used in
this study are listed in Table 3.
SCFAs production in the ARCOL model was determinated by gas chromatography. Dialysis
outflows supplemented with internal standard (2-ethyl butyric acid at 49 mmol/L) were deproteinized
by the addition of saturated phosphotungstic acid (500 g/L), centrifuged at 9000× g for 20 min before
supernatants were filtered (0.45 µg/L). The samples were run through a Agilent 6890 Series GC System
(Agilent Technologies, Massy, France) fitted with an HP-INNOWax column (0.25 mm × 30 m ×
0.25 µm) and a flame ionization detector. Helium was used as a carrier gas at a flow rate of 2 mL/min.
The injector and detector were set at 250 ◦C. The column was maintained in an oven with a temperature
gradient ranging from 110 to 240 ◦C. One microliter quantity of each sample was injected with a run
time of 14.3 min. Peaks were integrated using the HP ChemStation software. SCFA concentrations were
quantified by comparing their peak areas with the corresponding standards.
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Table 3. Primer and probe sequences used in real-time qPCR assays.
Name Sequence 5’–3’ Target
Annealing
References
Temperature (◦C)
SYBR green
BAC338F ACTCCTACGGGAGGCAG
Total bacteria 58 [19]
BAC516F GTATTACCGCGGCTGCTG
789cfbF CRAACAGGATTAGATACCCT
Bacteroidetes 61 [20]
cfb967R GGTAAGGTTCCTCGCGTAT
Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA
Actinobacteria 61 [20]
Act1200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG
928F-Firm TGAAACTYAAAGGAATTGACG
Firmicutes 61 [20]
1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC
Eco1457F CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC
Enterobacteriaceae 63 [21]
Eco1652R CTCTACGAGACTCAAGCTTGC
F_Lacto05 AGCAGTAGGGAATCTTCCA
Lactobacillus/Pediococcus/Leuconostoc 60 [22]
R_Lacto04 CGCCACTGGTGTCTYTCCATATA
F_Fpra 428 TGTAAACTCCTGTTGTTGAGGAAGATAA
Faecalibacterium prausnitzii 60 [23]
R_Fpra 583 GCGCTCCCTTTACACCCA
TaqMan
F_Bact 1369 CGGTGAATACGTTCCCGG
Total bacteria 60
[22]
P_TM1389F FAM-CTTGTACACACCGCCCGTC-TAMRA
R_Prok1492R TACGGCTACCTTGTTACGACTT
E. coli-F CATGCCGCGTGTATGAAGAA
Escherichia coli 60
[24]
E. coli-P FAM-TATTAACTTTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAA-TAMRA
E. coli-R CGGGTAACGTCAATGAGCAAA
F_Bifid 09c CGGGTGAGTAATGCGTGACC
Bifidobacteria 60
[22]
P_Bifid FAM-CTCCTGGAAACGGGTG-TAMRA
R_Bifid 06 TGATAGGACGCGACCCCA
F_Bacter 11 CCTWCGATGGATAGGGGTT
Bacteroides/Prevotella 60
[22]
P_Bac303 YY-AAGGTCCCCCACATTG-TAMRA
R_Bacter 08 CACGCTACTTGGCTGGTTCAG
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2.5. Statistical Analysis
For all experiments, significant differences in survival between treatments and time points were
tested using a nonparametric analysis of repeated measures with the “f1.ld.f1” function of the
package “nparLD” [25] in R 3.1.2 [26]. In case of a significant treatment effect, the function
“npar.t.test” of the package “nparcomp” [27] was used for each time point. In case of a significant
interaction effect, a linear mixed effect model with a random intercept on experiments to take into
account the repeated measures was performed and followed by function “difflsmeans” of the package
“lmerTest” [28]. The agglomerative hierarchical clustering with the “hclust” function was used to cluster
treatments depending on their composition in major bacterial populations (Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroides, Lactococcus/Pediococcus/Leuconostoc, Enterobacteriaceae).
3. Results
3.1. Yeast Viability in the Upper Gastro-Intestinal Tract
The viability of S. cerevisiae CNCM I-3856 was evaluated in each compartment of TIM-1 (Figure 1a)
and in the ileal effluents (Figure 1b) by cross-comparing the curves obtained for the yeast and the blue
dextran transit marker in the two experimental conditions (fasted and fed state). When the probiotic was
administered within a glass of water, the yeasts showed a high resistance to gastric, duodenal and jejunal
conditions as no significant differences could be noticed between the curves obtained for the probiotic
yeast and the transit marker (p > 0.05). In the ileal compartment, cell mortality was observed from 30
to 180 min of digestion (p < 0.05). When the probiotic was administered with the solid meal, it was
found to be sensitive to the gastric conditions, since cell mortality was observed from 120 min digestion
(p < 0.01). In the small intestinal compartments, yeast recovery followed a similar trend to that of the
transit marker, except for the ileal compartment where the yeast population significantly decreased at
180 and 240 min of digestion (p < 0.05). From 180 min of digestion, the probiotic was recovered longer
in the jejunum and ileum under the fed state, due to slower transit time.
The cumulative ileal delivery of culturable yeasts is shown in Figure 1b. Under the fasted condition,
no significant differences were observed between the yeast and the transit marker. At the end of digestion
(300 min), 71.4% ± 44.6% of the initial amount of yeast was recovered in the ileal effluents compared
to 95.5 %± 0.5% for the transit marker (p > 0.05). Under the fed condition, a significant loss of viability
was observed for S. cerevisiae CNCM I-3856 from 240 min of digestion (p < 0.05). At the end of
digestion, 51.2% ± 8.7% of the initial amount of yeast was recovered in the ileal effluents compared to
66.9% ± 0.1% for the transit marker (p < 0.001). Under the fasted and fed state, the amount of culturable
yeasts likely to reach the large intestine was 6.1 ± 0.01 and 6.8 ± 0.09 log10 CFU/mL, respectively.
As in the TIM-1 system the transit flow, and consequently, the recovery percentages of the transit
marker depend on the digestive protocol (fed or fasted), the results obtained for the probiotic yeast were
normalized to the values of blue dextran in each condition. This allowed us to really assess the impact
of food matrix on the survival of S. cerevisiae CNCM I-3856 in the in vitro human gastrointestinal tract.
Figure 2 shows that yeast survival rate in the ileal effluents of the TIM-1 system was not influenced by
the routes of administration, i.e., within a glass of water or a complete meal (p > 0.05).
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Figure 1. Survival of S. cerevisiae CNCM I-3856 in the gastro-intestinal TIM-1 system
when ingested within a glass of water (“fasted state”) or a Western diet meal (“fed state”).
Recovery profiles of yeast (dotted line) in the digestive compartments (a) and in the
cumulative ileal effluents (b) are compared to that of the blue dextran transit marker (solid
line). Values are given as mean percentages of initial intake ± the standard deviations (n = 3
for the fasted protocol, n = 4 for the fed protocol). Significant differences between yeast and
transit marker are indicated (p < 0.05 (�), p < 0.01 (��), p < 0.001 (���)).
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Figure 2. Influence of food matrix on yeast survival rate in the ileal effluents of the TIM-1
system. Recovery profiles of yeast under fasted (dotted line) and fed conditions (solid line)
are indicated. Values are given as mean percentages of viable yeast normalized to the transit
marker at each time point (Δ%) ± the standard deviations (n = 3 for the fasted protocol,
n = 4 for the fed protocol).
3.2. Yeast Viability in the Lower Gastro-Intestinal Tract
Figure 3 shows the number of culturable S. cerevisiae CNCM I-3856 in the ARCOL model following
twice daily pulse administration of the probiotic. Following each injection, yeast concentrations
immediately reached a peak level around 7log 10 CFU/mL. However, these initial levels did not persist
in the colonic medium. Indeed, the probiotic was quickly cleared from the bioreactor after each injection
(except for the first one) and most times disappeared from the colonic medium between two consecutive
additions. On average, at 12 h post administration, from 0 to 2 log 10 CFU/mL of viable yeasts were
found in the bioreactor. Besides, no significant difference was observed between yeast survival kinetics
in the large intestinal conditions for the three donors included in this study.
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Figure 3. Survival kinetics of S. cerevisiae CNCM I-3856 in the ARCOL model after twice
daily administration of the probiotic. Results are expressed in log10 CFU/mL for Donors 1
(in black), 2 (in pink) and 3 (in green).
3.3. Influence of Probiotic Yeast on Human Colonic Microbiota Composition and Metabolic Activity
The major phyla of gut microbiota and their main members were quantified in the ARCOL model by
qPCR using 16S rRNA targeted oligonucleotide specific primers. Whatever the time of fermentation
and the treatment (control or probiotic treatment with S. cerevisiae CNCM I-3856), no significant
change was observed in the levels of the selected populations when the data obtained for the three
donors were averaged (Figure 4). To further investigate the effect of probiotic supplementation on
each individual’s gut microbiota, an agglomerative hierarchical clustering on the major phyla and
genus (Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroides, Lactococcus/Pediococcus/Leuconostoc,
Enterobacteriaceae) was used to gather the data (Figure 5a). The resulting heat map of clustering
shows the individual variations in response to the different treatments (Figure 5b). Irrespective of the
stool donors, all control samples (no supplementation) were found in the same cluster. Conversely,
S. cerevisiae CNCM I-3856 had individual-dependent effects on colonic microbiota. As an example,
in Donor 3, yeast treatment led to a decrease in Lactococcus/Pediococcus/Leuconostoc and an increase
in Enterobacteriaceae. In Donor 2, probiotic treatment led to a decrease in Bacteroidetes. Interestingly,
Donor 1 and Donor 3, who are male, showed profiles more closely related than that of Donor 2, who is a
female. To further investigate the effects of the probiotic on the colonic microbiota, its metabolic activity
was followed daily by assessing the production of major and minor SCFAs in the dialysis outflows of
the ARCOL model. Whatever the treatment, acetate was the main metabolite produced, then followed
by propionate and butyrate (Table 4). The percentages of acetate, propionate and butyrate in the dialysis
outflows were around 67%, 19% and 14% of major SCFA, respectively. The yeast treatment did not
induce any modification in SCFA production compared to the control experimentations (p > 0.05).
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Figure 4. Effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 on the main populations of colonic
microbiota in the ARCOL model. Results are expressed as mean log10 copy number/mL
± the standard deviations (n = 3).
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Figure 5. Individual-dependent effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 on the colonic
microbiota in the ARCOL model. An agglomerative hierarchical clustering (a) and the
resulting heat map (b) were made based on the results obtained from the qPCR analysis
of the main bacterial groups of colonic microbiota. The labels of the dendrogram indicate
for each sample the treatment-donor-day of fermentation. Heat map coloring refers to the
concentration values: high values are represented in green, while low values are represented
in red.
Table 4. Influence of probiotic treatment on short chain fatty acid production.
SCFA Control S. cerevisiae CNCM I-3856
Acetate 67.2 ± 3.6 66.9 ± 3.0
Propionate 18.5 ± 2.6 18.7 ± 2.2
Butyrate 14.4 ± 2.0 14.4 ± 1.9
iso-Butyrate 1.9 ± 0.3 2.1 ± 0.2
Valerate 4.1 ± 1.0 4.8 ± 0.7
iso-Valerate 2.7 ± 0.4 3.0 ± 0.3
Hexanoic acid 2.5 ± 1.2 2.8 ± 1.7
Heptanoic acid 0.3 ± 0.3 0.6 ± 0.6
Data are the mean percentages of total SCFA (defined as the sum of acetate,
propionate and butyrate) ± the standard deviations (n = 3), for the overall
fermentation period.
4. Discussion
Survival in the human gastrointestinal tract is generally considered as a key feature for probiotics to
preserve their health-promoting effects. However, due to the cost and complexity of in vivo studies
in human subjects, most of the available data focus on the fecal recovery of probiotics and little
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is known about their behavior throughout the digestive tract, which is considered as a black box.
For ethical, technical, regulatory and financial reasons, in vitro digestive models can be used as an
alternative to human studies, provided that their relevance has been fully demonstrated compared to the
in vivo situation [29,30]. In this context, the aim of the present study was to use relevant in vitro models of
the upper (TIM-1) and lower (ARCOL) gastrointestinal tract to assess the survival in the human digestive
environment of the new probiotic yeast S. cerevisiae CNCM I-3856. Previous in vitro and in vivo studies
have already established the beneficial effects of this strain [7–9], but up to date little is known about
its behavior during digestion in human. In particular, there is no published data reporting its survival in
humans volunteers.
The probiotic survival rate in the human digestive tract will depend on the means of administration.
In particular, probiotic viability is conditioned by the food matrix in which the probiotics are
ingested [31,32] and the galenic form for their oral administration [33–35]. Since a previous study
has already established the effect of dosage forms (capsule or tablet) on the survival rate of S. cerevisiae
CNCM I-3856 in the TIM-1 model [13], we focused in this work on the effect of food matrix when the
probiotic was administered in its active dried powder form. S. cerevisiae CNCM I-3856 was introduced
into the TIM-1 system within a glass of water or a Western-type meal at a physiological dose [8], and the
model was set-up according to in vivo data to mimic the fasted and fed states in healthy human adults.
The main digestive parameters influenced by food intake, such as drop in gastric pH, half-time of gastric
emptying, time of gastrointestinal transit and luminal concentrations of digestive secretions were taken
into account in the TIM-1 model [36–41]. The probiotic yeast showed a high resistance during its
transit through the in vitro upper gastrointestinal tract, proving its ability to face stressful environmental
conditions such as gastric acidity or bile secretion in the intestine. According to our results, as much as
6.4 log10 ± 0.05 CFU/mL of culturable yeasts are likely to reach the human colon, where they are
mostly supposed to exert their health effect on the host [7,8]. The beneficial effects of S. boulardii
are dependent on the viable yeast concentration in the digestive tract [42]. Even if the minimal dose
required for a probiotic effect is still debated, it was suggested that the concentration of cells needed to
obtain a clinical effect in the small bowel was quoted to be 106 CFU/mL [43]. This implies that the
concentrations of S. cerevisiae CNCM I-3856 reaching the large intestine would be sufficient to exert
their potential beneficial effect. In addition, yeast survival in the ileal effluents was not dependent on the
fed or fasted conditions. To the best of our knowledge, no studies have investigated the influence of food
vehicle on the survival of probiotic yeast in the upper human gastro-intestinal tract. Our results suggest
that the probiotic should be indifferently administered under fed or fasted conditions to ensure a high
viability when entering the colon. Nevertheless, from 180 min of digestion, probiotic cells were present
longer in the jejunum and ileum under the fed state, due to slower transit time. This may have an impact
on probiotic activity if the strain has a targeted action in the distal parts of the small intestine.
Once the gastric and small intestinal barriers are crossed, the probiotics have to succeed in competing
with the resident colonic microbiota. In this study, a rapid elimination of S. cerevisiae CNCM I-3856
from the ARCOL model was noticed, despite a twice daily supplementation with the probiotic. These
results suggest that the yeast was strongly affected by the colonic conditions. This extensive elimination
may result from the barrier effect of the endogenous microbiota and is fully in line with the available
data in humans where S. boulardii or other strains of S. cerevisiae were eliminated from fecal samples
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within two to three days after cessation of treatment [44,45]. Our results suggest that the major barrier to
the survival of S. cerevisiae CNCM I-3856 is not the acidic gastric environment, as previously suggested
for S. boulardii [46,47], but rather the conditions found in the large intestine.
Since our results indicated that gut microbiota may have a key role in the colonization of S. cerevisiae
CNCM I-3856, we investigated for the first time the effect of its supplementation on gut microbiota
composition and activity. When the results obtained with the three volunteers (one female and two
males ranging from 24 to 46 years old) were averaged, we found that the probiotic yeast influenced
neither the main populations of the gut microbiota nor the production of SCFAs. Our results are in
agreement with those previously published on S. boulardii reporting that this yeast has no major effect
on the fecal microbiota composition and metabolic activity in healthy subjects [48,49]. Nevertheless,
when the effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 was assessed on each individual microbiota, the response
to the probiotic treatment was found to be subject-dependent. Even if the number of donor remains
relatively low, this is the first study reporting an individual-dependent effect of a treatment with a
probiotic yeast on the human gut microbiota. Therefore, despite a low survival rate under colonic
conditions, S. cerevisiae CNCM I-3856 seemed to have the capacity to influence the gut microbiota
at the individual level. A possible difference between males and females was suggested but has to
be confirmed using a larger number of donors. Bolnich et al. have shown that microbiota could be
influenced by several parameters as diet environment and genotype, sex being just one of many possible
genetic polymorphisms [50]. Nevertheless, such a difference in microbial profiles was not linked with
any variation in SCFA production between the three volunteers. All of these experimentations have
been carried out with feces from healthy subjects. Some studies have shown that S. boulardii is able
to modulate gut microbial composition under unhealthy conditions, such as in patients with long-term
total enteral nutrition [51] or in obese and type 2 diabetic mice [52]. Therefore, it would be of great
interest to assess the effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 in the ARCOL model inoculated with dysbiosis
microbiota from diseased individuals (i.e., IBS patients).
5. Conclusions
In conclusion, this study shows that dynamic in vitro models of the upper and lower gastrointestinal
tract such as TIM-1 and ARCOL can provide significant insight into the behavior of probiotic strains
during digestion in humans. In particular, we showed that the major barrier in the colonization of the
new probiotic strain S. cerevisiae CNCM I-3856 was not the acidic environment of the stomach but
rather the competition with resident colonic microbiota. The survival of the yeast in the ileal effluents
was not influenced by fed or fasted conditions, giving valuable information on the probiotic mode of
administration in human subjects. Interestingly, the effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 on the gut
microbiota was shown to be individual-dependent, suggesting that human individuals should respond
differentially to the probiotic treatment.
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L’objectif de cette étude était d’utiliser les modèles de digestion TIM-1 et ARCOL afin 
d’évaluer la survie de la levure probiotique S. cerevisiae CNCM I-3856 dans l’ensemble du 
tractus digestif humain in vitro et son interaction avec le microbiote colique. 
 
Ainsi, nous avons déterminé (i) la survie de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans l’estomac 
et l’intestin grêle du TIM-1 et l’influence du mode d’administration « eau » ou « repas 
complet » sur cette survie, (ii) la survie du probiotique dans l’environnement colique humain 
simulé dans le modèle ARCOL et (iii) son influence sur les principales populations bactériennes 
du microbiote colique et son activité métabolique. 
 
 
Survie de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans l’estomac et l’intestin grêle in vitro 
 
La viabilité de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans le TIM 1 a été évaluée après 
administration de 3x109 UFC de levures, en accord avec les doses utilisées dans les essais 
cliniques (Pineton de Chambrun et al., 2015). Les résultats indiquent un taux de survie proche 
de 100% dans l’estomac et l’intestin grêle artificiels. Les levures montrent donc une grande 
résistance aux conditions gastro-intestinales (pH gastrique acide, sécrétions digestives), ce qui 
est bien sûr une propriété très intéressante pour une souche probiotique. Ces résultats sont en 
accord avec ceux précédemment obtenus dans le même modèle in vitro pour une autre souche 
de S. cerevisiae (Blanquet et al., 2003). De plus, une étude récente a montré que la présence 
d’une forme galénique particulière (encapsulation de levures dans des gélules) permet 
d’augmenter encore le taux de survie de S. cerevisiae, puisqu’il semble même que la levure 
« formulée » soit capable de se multiplier dans l’environnement digestif avec une viabilité de 
l’ordre de 180 % en fin de digestion (Blanquet-Diot et al., 2012). Dans le même modèle in vitro 
TIM-1, la survie de différentes souches probiotiques bactériennes a également été évaluée et 
les résultats ont montré une forte mortalité pour la majorité d’entre elles (Blanquet et al.,                  
2004 ; Marteau et al., 1997). Ainsi, les pourcentages cumulés de bactéries vivantes dans les 
effluents iléaux du modèle en fin de digestion étaient d’environ 50%, 30%, 40% et 1%, 
respectivement pour Bifidobacterium bifidum, Lb. acidophilus, Lb. casei spp ramnosus et 
Streptococcus thermophilus (Blanquet et al., 2004 ; Marteau et al., 1997) contre 76 % pour les 
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levures S. cerevisiae (Blanquet et al., 2004). Comparativement aux bactéries lactiques très 
couramment utilisées comme probiotiques, le taux de survie élevé des levures dans 
l’environnement digestif humain simulé peut être un argument en faveur du choix de ces 
dernières dans la perspective de développement d’un probiotique pour prévenir et/ou traiter les 
infections à des pathogènes alimentaires, comme les EHEC. Les résultats de survie obtenus 
dans notre étude sont basés sur la détermination du nombre de bactéries cultivables. Des 
données supplémentaires sur l’état physiologique des cellules durant leur transit dans l’estomac 
et l’intestin grêle pourraient être obtenues grâce à d’autres techniques comme la PCR couplée 
à un traitement au monoazide propidium ou la cytométrie en flux. 
 
 
Influence de la matrice alimentaire sur la survie de S. cerevisiae CNCM I-
3856 dans l’estomac et l’intestin grêle in vitro 
 
Les potentialités du système digestif artificiel TIM 1 permettent d’étudier l’influence de 
la matrice alimentaire sur la survie de micro-organismes, en différenciant les paramètres de 
digestion d’un repas solide, semi-solide ou liquide, et ce, en modifiant notamment les temps de 
transit gastro-intestinaux, les paramètres de vidange gastrique et iléale, les concentrations en 
enzymes digestives et en bile et l’évolution des pH dans les différents compartiments digestifs. 
Afin de déterminer l’influence de la matrice alimentaire sur la survie de S. cerevisiae CNCM I-
3856, nous avons évalué le taux de survie de la levure dans le TIM 1 lorsque celle-ci est 
administrée avec de l’eau ou en présence d’une matrice alimentaire représentative d’un repas 
« occidental  complet ». La survie de la levure est évaluée au cours du temps, compartiment par 
compartiment, en comparant les profils obtenus pour le probiotique avec ceux du marqueur de 
transit, ces profils variant en fonction de la matrice alimentaire ingérée. Nos résultats montrent 
que la présence de la matrice alimentaire « eau » ou « repas complet » n’influence pas la survie du 
probiotique dans le tractus gastro-intestinal humain.  
 
Nos résultats suggèrent donc que S. cerevisiae CNCM I-3856 peut être ingérée 
indifféremment avec de l’eau ou avec un repas sans influer sur sa survie dans le tractus digestif 
supérieur. Ces résultats sont contradictoires à ceux classiquement observés pour des souches 
probiotiques en modèles in vitro statiques où la survie des microorganismes est améliorée en 
présence d’aliments (Klingberg et Budde, 2006 ; Possemiers et al., 2010). En effet, l’aliment, et 
plus précisément les lipides qui le constituent, confère un rôle protecteur contre l’acidité gastrique 
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(Leyral et Vierling, 2007 ; Moller et al., 2012). La présence d’une matrice alimentaire offre ainsi 
la possibilité de former des niches où peuvent régner des conditions moins stressantes pour les 
microorganismes (moins d’acidité ou de sels biliaires). La différence entre les résultats obtenus dans 
le TIM 1 et dans les modèles in vitro statiques peut s’expliquer par le fait que ces modèles, 
contrairement au TIM 1 et à ce qui est observé in vivo chez l’homme, reproduisent l’effet 
« physique » de la matrice alimentaire mais ne tiennent pas compte de l’influence de cette matrice 
sur les paramètres de digestion comme pH, temps de transit, temps de vidange gastrique et iléale 
et concentrations en enzymes digestives.  
 
 
Survie de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans l’environnement colique in vitro
 
Nos résultats montrent que, malgré une administration bi-quotidienne des levures 
probiotiques, celles-ci ne se maintiennent pas dans l’environnement colique in vitro aux 
concentrations initiales. Ces données de survie in vitro corroborent celles décrite in vivo chez 
l’Homme pour différentes souches de S. cerevisiae où une élimination rapide des levures est 
observée dans les échantillons fécaux dès arrêt du traitement (Klein et al., 1993 ; Pecquet et al., 
1991). Ainsi les souches de levures probiotiques, telles que S. boulardii ou encore S. cerevisiae 
sont éliminées du tractus digestif des mammifères hébergeant un microbiote intestinal 
complexe en deux à trois jours (Martins et al., 2007). Ces résultats suggèrent que les levures S. 
cerevisiae CNCM I-3856 sont affectées par les conditions rencontrées au niveau du côlon. Cette 
élimination de l’environnement colique peut être due à l’effet barrière du microbiote intestinal 
(Pecquet et al. 1991 ; Klein et al. 1993) mais aussi à l’hydrolyse des constituants de la paroi 
des levures, principalement des résidus polysaccharides glucanes et mannanes, par des enzymes 
produites par les bactéries du microbiote endogène (Salyers et al., 1978). Même si S. cerevisiae 
CNCMI-3856 est rapidement éliminée de l’environnement colique, des quantités supérieures à 
4.5x106 UFC sont maintenues dans le fermenteur pendant 6h après administration du 
probiotique. Des concentrations dans le côlon supérieures ou égales à 108 UFC/g de matières 
fécales sont généralement associées à des effets cliniques pour les souches de probiotiques,
cette dose pouvant varier d’un facteur 10 à 100 (Minelli et Benini, 2008).  
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Influence de S. cerevisiae CNCM-I3856 sur les principales populations du 
microbiote colique et son activité métabolique 
 
Aucun effet de l’administration de la levure S. cerevisiae CNCM I-3856 sur les 
principales populations du microbiote colique n’a été observé par analyse qPCR lorsque les 
données des trois donneurs sont moyennées. Afin d’analyser les variations inter-individuelles 
du microbiote en réponse au traitement probiotique, une classification hiérarchique ascendante 
a été effectuée. Les résultats obtenus montrent que les échantillons « Témoins » des trois 
donneurs (sans ajout du probiotique) sont regroupés dans un même cluster tandis que 
l’administration de la levure divise nos échantillons en deux groupes différents suggérant que 
l’influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 pourrait être individu dépendant. Ces résultats 
constituent les premières données suggérant l’existence d’une réponse individuelle à une levure 
probiotique au niveau de la composition du microbiote colique et devront être confirmés par 
l’utilisation d’inocula fécaux provenant d’un plus grand nombre de donneurs. L’utilisation de 
techniques de séquençage haut débit permettrait également d’obtenir une vision plus complète 
des modifications engendrées par la souche probiotique sur le microbiote colique.  
 
Afin d’analyser plus en détails l’effet du probiotique sur le microbiote intestinal, son 
activité métabolique a été suivie par le suivi de la production des AGCC majoritaires et 
minoritaires dans les dialysats du système ARCOL. Le traitement probiotique n’entraine pas de 
différence dans l’activité métabolique du microbiote et les proportions des différents AGCC 
restent inchangées. Ces résultats in vitro corrèlent les données in vivo obtenues avec S. boulardii 
montrant que la levure n’a pas d’effet sur la composition du microbiote fécal ni sur son activité 
métabolique chez des individus sains (Swidsinski et al., 2010; Vanhoutte et al., 2006). A 
contrario, des études ont montré que S. boulardii était capable de moduler la composition du 
microbiote lors d’une situation de dysbiose chez des patients ayant une nutrition entérale 
(Schneider et al., 2005) ou dans un modèle de souris obèses ou développant un diabète de type 
2 (Everard et al., 2014). Ainsi, il serait intéressant d’étudier l’influence de S. cerevisiae CNCM 
I-3856 dans le modèle ARCOL inoculé avec un microbiote en situation de dysbiose.  
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CHAPITRE 2 : 
 
INFLUENCE D’UN TRAITEMENT PROBIOTIQUE PRÉVENTIF 
SUR LA SURVIE ET LA PATHOGÉNICITÉ DES EHEC  
DANS L’ENVIRONNEMENT COLIQUE HUMAIN SIMULÉ 
 
 
 
Introduction à la publication n°2 
Par manque de modèles d’études adaptés, peu de données sur la survie et la 
pathogénicité des EHEC dans l’environnement digestif humain, en particulier dans l’iléon 
terminal et le côlon, principaux sites d’actions suggérés chez l’Homme (Chong et al., 2007 ; 
Mariani-Kurkdjian et Bonacorsi, 2014 ; Lewis et al., 2014), sont disponibles malgré leur 
importance dans la compréhension de la physiopathologie bactérienne. À ce jour, une seule 
étude s’est intéressée à la survie d’une souche EHEC O157:H7 EDL933 dans l’environnement 
colique humain. À l’aide d’un fermenteur ensemencé avec le microbiote fécal humain issu d’un 
donneur, Thévenot et al. (2013) ont montré l’élimination progressive du pathogène dans 
l’environnement colique humain simulé. Par contre, aucune donnée n’est disponible sur la 
régulation des gènes de virulence des EHEC dans ces conditions. 
 
L’environnement colique humain se caractérise par la présence d’un microbiote dont 
l’interaction avec le pathogène n’a été que peu étudiée. Néanmoins, plusieurs études suggèrent 
l’importance de ce type d’interactions (Gamage et al., 2003 ; Gamage et al., 2006 ; de Sablet et 
al., 2009 ; Toshima, Hachio et al., 2007). En effet, de Sablet et al. (2009) ont montré, in vitro 
et ex vivo, dans des contenus cæcaux de rats associés à un microbiote intestinal humain, que 
des facteurs solubles sécrétés par une espèce majeure du microbiote intestinal humain, 
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Bacteroides thetaiotaomicron, peuvent réprimer la synthèse de Stx chez O157:H7. Des résultats 
similaires ont été obtenus par Iversen et al. (2015), alors que Pacheco et al. (2012) démontrent 
que cette même bactérie contribue à la virulence des EHEC en clivant les résidus fucose des 
mucines. Des colicines produites par les bactéries colicinogéniques peuvent aussi augmenter la 
production de Stx (Toshima, Yoshimura et al., 2007). Par ailleurs, la présence du microbiote 
commensal de l’intestin murin réduit la colonisation par E. coli O157:H7 (Gamage et al., 2006). 
Enfin, Thévenot et al. (2013) n’ont montré, dans leur modèle in vitro de l’environnement 
colique humain, aucune modification des principales populations bactériennes du microbiote 
par la souche EHEC O157:H7 EDL933. 
 
Par ailleurs, comme d’autres pathogènes entériques, les EHEC ont un tropisme 
particulier pour les plaques de Peyer (Phillips et al., 2000). Etienne-Mesmin, Livrelli et al. 
(2011) ont montré in vitro en culture cellulaire, que les cellules M sont une voie de passage
préférentielle de ces bactéries pathogènes qui seraient internalisées dans les macrophages des 
plaques de Peyer. Les Shiga-toxines induiraient alors l’apoptose de ces macrophages 
conduisant au relargage des bactéries et des toxines dans la lamina propria. De plus, la 
production de Shiga-toxines induit des lésions hémorragiques au niveau des plaques de Peyer.  
Les bactéries seraient finalement détruites, mais les toxines libres rejoindraient alors la 
circulation sanguine avant d’atteindre les organes cibles (reins, intestin et cerveau) et induire 
des dommages. 
 
Dans la lutte contre les EHEC, différents moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs ont 
été envisagés, comme l’utilisation de probiotiques. La levure S. boulardii est un probiotique 
fréquemment utilisé chez l’homme dans le traitement des diarrhées associées à la prise 
d’antibiotiques et a montré in vitro et in vivo des propriétés antagonistes intéressantes vis-à-vis 
de différents pathogènes, dont les EHEC (Dahan et al. 2003 ; Dalmasso et al. 2006). Etienne-
Mesmin, Livrelli et al. (2011) ont montré qu’une autre levure probiotique, la souche S. 
cerevisiae CNCM I-3856, co-administrée avec E. coli O157:H7, diminuait significativement la 
reprise de croissance du pathogène dans les parties distales de l’intestin grêle dans le système 
digestif artificiel TIM 1. L’administration simultanée de S. cerevisiae et d’E. coli O157:H7 dans 
des conditions coliques humaines in vitro n’a cependant montré aucun effet du probiotique sur 
la survie du pathogène (Thévenot et al., 2013). Enfin, différentes études rapportent l’intérêt des 
propriétés des souches probiotiques qui augmentent l’effet barrière de l’épithélium intestinal ou
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limitent l’adhésion, l’entrée ou la translocation du pathogène, en cas d’infections par des EHEC 
(Fukuda et al., 2012 ; Johnson-Henry et al., 2008 ; Putaala et al., 2008).  
 
Nous nous donc sommes intéressés à l’effet des levures probiotiques S. cerevisiae 
CNCM I-3856 sur la survie et la pathogénicité de la souche E. coli O157:H7 EDL933 dans 
l’environnement colique humain simulé, lorsque celles-ci sont administrées préalablement à 
l’ajout du pathogène et en post-exposition, et non co-administrées avec les EHEC comme dans 
l’étude de Thevenot et al. (2013). Nous avons utilisé pour reproduire l’environnement colique 
humain un fermenteur de type semi-continu développé par l’EA CIDAM, le système ARCOL. 
Ces travaux ont également permis d’évaluer l’influence de la souche E. coli O157:H7 et/ou du 
probiotique sur le microbiote intestinal humain, lorsque trois donneurs différents de selles sont 
impliqués (comparativement à un unique donneur dans l’étude précédente de Thévenot et al., 
(2013)). Enfin, dans le but de compléter les données obtenues in vitro, l’effet antagoniste de la
levure probiotique vis-à-vis de l’interaction d’EDL 933 avec l’épithélium intestinal, et en 
particulier les Plaques de Peyer, a été testé en modèle murin. 
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Abstract Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are
major food-borne pathogens responsible for serious infections
ranging from mild diarrhea to hemorrhagic colitis and life-
threatening complications. Shiga toxins (Stxs) are the main
virulence factor of EHEC. The antagonistic effect of a prophy-
lactic treatment with the probiotic strain Saccharomyces
cerevisiae against EHEC O157:H7 was investigated using
complementary in vitro human colonic model and in vivo mu-
rine ileal loop assays. In vitro, the probiotic treatment had no
effect on O157:H7 survival but favorably influenced gut mi-
crobiota activity through modulation of short-chain fatty acid
production, increasing acetate production and decreasing that
of butyrate. Both pathogen and probiotic strains had individual-
dependent effects on human gut microbiota. For the first time,
stx expression was followed in human colonic environment: at
9 and 12 h post EHEC infection, probiotic treatment signifi-
cantly decreased stx mRNA levels. Besides, in murine ileal
loops, the probiotic yeast specifically exerted a trophic effect
on intestinal mucosa and inhibited O157:H7 interactions with
Peyer’s patches and subsequent hemorrhagic lesions. Taken
together, the results suggest that S. cerevisiae may be useful
in the fight against EHEC infection and that host associated
factors such as microbiota could influence clinical evolution
of EHEC infection and the effectiveness of probiotics.
Keywords Colonic in vitro model . Mice ileal loops . Gut
microbiota . EnterohemorrhagicEscherichia coli (EHEC) .
Probiotic . Saccharomyces cerevisiae
Introduction
Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are major food-
borne zoonotic agents associated with outbreaks worldwide
that pose a serious public health concern. Characteristics of
EHEC infection include abdominal pain and watery diarrhea,
as well as hemorrhagic colitis, which in the most severe cases
(10 to 15 %) can lead to the life-threatening complication
hemolytic uremic syndrome (HUS) (Serna and Boedeker
2008). The majority of food poisoning outbreaks is caused
by strains of the serotype O157:H7. Ruminants, especially
cattle, are a major reservoir of EHEC, and infections are typ-
ically acquired through the ingestion of contaminated food.
Production of Shiga toxin (Stx) is the main virulence feature
associated with severe human disease but it cannot be solely
responsible for full pathogenicity. EHEC belong to a group of
enteric pathogens that induce cytoskeletal rearrangements in
infected epithelial cells, resulting in loss of enterocyte micro-
villi and intimate attachment of the bacterium to cell surface
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and leading to the formation of attaching and effacing (A/E)
lesions. The genes responsible for A/E lesions are located on a
Bpathogenicity island^ identified as the locus of enterocyte
effacement (LEE). The terminal ileum and colon are assumed
to be the main sites of EHEC colonization (Chong et al. 2007;
Shigeno et al. 2002). In vitro and ex vivo experiments have
shown a preferential tropism of EHEC to the follicule-
associated epithelium (FAE) of small-intestinal Peyer’s
patches (PPs) (Lewis et al. 2015; Phillips et al. 2000). Recent
works by Etienne-Mesmin et al. (2011b) have demonstrated
that the uptake of EHEC by M cells and underlying macro-
phages in the PPs would be a critical step in Stx translocation
and release into the bloodstream.
Survival in the human digestive tract and regulation of
virulence genes are key factors for bacterial pathogenesis
but to date few data are available due to lack of relevant
models. Several studies have shown that specific gastroin-
testinal parameters may influence the expression of EHEC
virulence factors (Barnett Foster 2013). For instance, expo-
sure to gastric acid pH can trigger induction of specific
virulence genes that are associated with adhesion, mobility,
or type III secretion, while bile treatment has been shown to
downregulate stx2 gene expression (Kus et al. 2011). Re-
cently, E. coli O157:H7 survival was evaluated using dy-
namic in vitro systems which physiologically reproduce the
luminal conditions of the human stomach and small intes-
tine (Etienne-Mesmin et al. 2011a; Miszczycha et al. 2014)
or large intestine. Bacterial mortality was observed in the
stomach and duodenum while, in contrast, bacteria are able
to grow in the distal parts of the small intestine. In the large
intestine, E. coli O157:H7 was progressively eliminated and
the authors showed that the pathogen did not modify the
major population of gut microbiota when the in vitro colon-
ic model was inoculated with the feces from an unique male
volunteer. However, recent studies tend to indicate that gut
microbiota and its metabolites may play a key role in the
outcome of EHEC infection. Using the cecal content of
human microbiota-associated rats as a culture medium for
EHEC, de Sablet et al. (2009) have shown that soluble
factors secreted by Bacteroides thetaiotaomicron can repress
Stx synthesis in E. coli O157:H7. On the other side, coli-
cins produced by colicinogenic bacteria can increase Stx
production (Toshima et al. 2007). Bifidobacteria can also
inhibit translocation of Stx from the gut lumen to the blood
through production of acetate, one of the main short-chain
fatty acid (SCFA) (Fukuda et al. 2011). Lastly, high con-
centrations of SCFAs inhibit EHEC’s growth, whereas low
butyrate concentrations are able to enhance the expression
of virulence genes involved in pathogen motility and adhe-
sion as well as in the induction of A/E lesions (Nakanishi
et al. 2009; Tobe et al. 2011).
As of now, there is no treatment available for EHEC infec-
tion and the use of conventional antibiotics may exacerbate
Stx-mediated cytotoxicity (Scheiring et al. 2010). There is a
growing interest in developing new alternatives to control
EHEC infection, such as the use of probiotics. Probiotics are
defined as live microorganisms that, when administered in
adequate amounts, confer a health benefit on the host (FAO/
WHO 2002). Among the available probiotic strains, Saccha-
romyces cerevisiae var. boulardii (Saccharomyces boulardii)
is a thermophilic nonpathogenic yeast, administered in west-
ern Europe for the prevention and treatment of a variety of
diarrheal diseases, that has already shown beneficial effects in
the control of EHEC infection. Dahan et al. (2003) have dem-
onstrated that preincubation of T84 intestinal cells with
S. boulardii inhibits proinflammatory signaling pathways in-
duced by the pathogen. Using an in vitro model of the human
gastrointestinal tract, Etienne-Mesmin et al. (2011a) have
shown that another probiotic strain from the genus
Saccharomyces (S. cerevisiae CNCM I-3856) significantly
decreases EHEC O157:H7 growth resumption in the distal
parts of the small intestine, when coadministered with the
pathogen. In the ARCOL (Artificial Colon), an in vitro model
of the human large intestine, the co-administration of this pro-
biotic yeast strain and E. coli O157:H7 has no effect on path-
ogen viability but leads to a significant increase in acetate
production (Thévenot et al. 2013).
The aim of the present study was to investigate in simulated
human colonic environment the effects of a prophylactic (and
not a curative) treatment with S. cerevisiae CNCM I-3856 on
EHEC O157:H7, using the ARCOL model inoculated with
the feces from three different healthy volunteers, a female
and two males. The influence of the probiotic treatment on
EHEC survival and virulence was assessed, as well as the
effect of the pathogen and/or the probiotic on the main popu-
lations of gut microbiota. Complementary in vivo assays
using murine ileal loops were performed to investigate the
effect of the probiotic yeast on EHEC interactions with the
intestinal wall.
Materials and methods
Strains and culture conditions
The reference strain EHEC O157:H7 EDL933 used in this
study was isolated fromMichigan ground beef that was linked
to the original 1982 outbreak (ATCC 43895). Bacteria were
stored in Luria-Bertani medium containing 15 % glycerol at
−80 °C and grown in Luria broth overnight at 37 °C without
shaking until stationary phase. The yeast strain S. cerevisiae
CNCM I-3856 (Lynside Pro GI+, Lesaffre Human Care, Mil-
waukee, WI) was supplied in its active dried powder form and
administered in in vitro and in vivo assays resuspended in
sterile saline water.
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In vitro gastrointestinal digestion
To mimic bacterial transit through the human upper digestive
tract, EDL 933 was subjected to a static digestion protocol,
before being administered to the ARCOL model or to mice
ileal loops. Briefly, the procedure consisted of two successive
steps simulating the conditions found in the human stomach
and small intestine. Gastric environment was reproduced by
addition of 1.8 % (wt./vol.) of porcin pepsin to an aerobic
culture of EDL 933 followed by acidification with 1 M HCl
to pH 2.5. The gastric phase was performed at 37 °C for 1 h.
Intestinal conditions were mimicked by addition of 2 %, 1.6 %
and 0.8 % (wt./vol.) of porcine pancreatin, bile salts for micro-
biology (mixture of sodium cholate and sodium deoxycholate)
and bile porcine extract, respectively, followed by alcalinisation
with 1 M NaHCO3 to pH 6.5. The small intestinal phase was
performed at 37 °C for 1 h (ileal loops model) or 2 h (ARCOL
model). All incubation steps were performed under shaking
(60 rpm). After digestion, bacteria were harvested by centrifu-
gation (7000 g, 10 min, room temperature) and resuspended in
saline water before inoculation in the ARCOLmodel or in mice
ileal loops (final concentration of 107 CFU/mL).
In vitro fermentation in the ARCOL model
ARCOL is a one-stage fermentation system (Applikon,
The Netherlands) that integrates the main parameters of the
in vivo human colonic environment (Thévenot et al. 2013;
Blanquet-Diot et al. 2012), including pH, temperature, supply
of ileal effluents, retention time, anaerobiosis maintained by the
sole activity of resident microbiota, and passive absorption of
water and fermentation metabolites by dialysis fibers. The biore-
actor was inoculated with fresh feces from a healthy individual
who had no history of antibiotic treatment 3 months before the
study and was used under semi-continuous conditions. The
ARCOL model was run under conditions reproducing a healthy
human adult colon with a fixed temperature of 37 °C, a con-
trolled constant pH of 6.3, a mean retention time of 36 h, and a
redox potential (Eh) of −400 mV. Each fermentation started after
a 4-day stabilization phase and was divided into two different 4-
day phases (A and B). Four experimental schemes were used as
follows: (i) none supplementation, (ii) no supplementation in
phase A followed by a single administration of E. coli EDL
933 (final concentration of 107 CFU/mL) in phase B, (iii)
twice-daily supplementation with physiological doses of
S. cerevisiae CNCM-I 3856 (final concentration of 107 CFU/
mL) during the overall experiment, and (iv) a single administra-
tion ofE. coliEDL 933 in phase B in conjunction with the twice-
daily treatment by yeasts. Each condition was made in triplicate
using feces collected from three different volunteers (one female
and two males, ranging in age from 24 to 46 years). Samples
were regularly collected from the colonic medium to determine
the survival kinetics of both pathogen and probiotic strains. In
addition, the expression of the main virulence genes of EHEC
O157:H7 was determined by qRT-PCR: stx1 and stx2 encoding
for Stx and eae encoding for intimin involved inA/E lesions. The
main bacterial populations of human gutmicrobiotawere follow-
ed by qPCR. Dialysis outflow of the ARCOL model was daily
sampled to determine SCFA production by gas chromatography.
Mice ileal loops assay
Seven weeks-old sex-matched littermates FVB/c mice were
separated into two groups. Mice were orally inoculated once
daily during 7 days either with saline water (Bcontrol^ group,
n = 28) or with approximatively 2.106 CFU of S. cerevisiae
CNCM I-3856 (BSc^ group, n = 26). Mice were weighted
prior to the first inoculation and daily thereafter.
Mice ileal loops assay were carried out on day 8, as previ-
ously described by Hitotsubashi et al. (1992). Briefly, mice
were anesthetized and the abdominal cavity was opened. A 6-
cm ileal segment with two to three PPs was isolated by suturing
two ends of the segment, and a suspension of EDL 933
(107 CFU/mL) was injected into the ileal loops (BO157:H7^
group). The small intestine was then placed back into the ab-
dominal cavity which was closed with sutures. After 5 h, mice
were sacrified by cervical dislocation according to animal care
procedure. The PPs and an equivalent surface of mucosa into
the loops were excised to determine the number of associated
bacteria, and each PP was macroscopically examined to define
its hemorrhagic status. In addition, keratinocyte-derived che-
mokine (KC) expression and productionwere determined using
qRT-PCR and ELISA, respectively. Animal protocols used in
the study were approved by the committee for ethical issues,
CEMEA Auvergne (Agreement to Nicolas Barnich, CEMEA
CE16-09, Clermont-Ferrand, France).
Survival kinetics of probiotic and pathogen in vitro
and intracellular bacteria in vivo
The survival kinetic of EDL933was determined in the ARCOL
model by qPCR analysis using stx primers (Table 1) as de-
scribed by Bonnet et al. (1998) and Carey et al. (2008). qPCR
reactions contained 1X SYBR mix (Agilent Technologies,
Massy, France), 0.2 μM of each primer (VT1c and VT1d),
10 ng of DNA and water to 10 μL. Genomic DNA from E. coli
O157:H7 (standardized to 10 ng/μL) was serially diluted (un-
diluted, 10−1, 10−2, 10−3, 10−4, 10−5, 10−6) and used as a refer-
ence. Amplifications conditions consisted of 1 cycle at 94 °C
for 3 min followed by 35 cycles of 94 °C for 45 s, 60 °C for
1 min, and 72 °C for 1 min. A final extension step of 10 min at
72 °C was included. Following threshold-dependent cycling,
melting was performed from 60 to 95 °C at 0.1 °C/s melt rates.
The survival of S. cerevisiae CNCM I-3856 was determined
both in vitro during the fermentations and in vivo in mice stools
by plating on Sabouraud dextrose agar supplemented with
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gentamicin (10 μg/L) and chloramphenicol (50 μg/L) followed
by incubation at 37 °C during 48 h.
Survival rates in the ARCOLmodel were assessed by com-
paring the profiles obtained for the pathogen and the probiotic
with that of a theoretical marker which simulates the behavior
of an inert (i.e., non degraded and non absorbed) compound
(Danckwerts 1953).
In order to evaluate the number of intracellular bacteria,
mouse tissue samples were incubated with Roswell Park Me-
morial Institute medium containing 100 μg/mL of gentamicin
for 1 h at 37 °C. Tissues were washed, homogenized in
phosphate-buffered saline containing 0.1 % Triton X-100,
and plated onto Luria Broth agar medium (37 °C, 24 h).
Gene expression analysis
qRT-PCR was used to follow the expression of specific genes
from EDL 933 and epithelial cells: stx and eae in the ARCOL
model and mouse keratinocyte-derived-chemokine (KC) gene
in mice ileal loops. Total RNA was extracted from mouse
tissue samples using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad,
CA) according to manufacturer’s instructions and from
in vitro colonic medium using phenol-chloroform. Then,
RNAs were reversely transcribed using the first-strand cDNA
synthesis kit (Takara, Shiga, Japan) to quantify mRNA ex-
pression levels. qRT-PCR was performed using SYBR Green
qPCR Master Mix (Roche, Bâle, Swiss) on a Stratagene
Table 1 Primer and probe sequences used in qPCR and RT-qPCR assays
Name Sequence 5′-3′ Target Annealing temp (°C) References
SYBR green
36B4-F TCCAGGCTTTGGGCATCA 36B4 mouse telomere 56 Nguyen et al. (2014)
36B4-R CTTTATCAGCTAGCACATCACTCAGA 50.9
KC-F TTGTGCGAAAAGAAGTGCAG Mouse keratinocyte-
derived-chemokine
58 Nguyen et al. (2014)
KC-R TACAAACACAGCCTCCCACA 60
eaeA-F CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC EHEC intimin 60 Medellin-Peña et al. (2007)
eaeA-R CCCGAATCCGTCTCGCCAGTATTCG
VT1c ACCCTGTAACGAAGTTTGCG EHEC Shiga-toxin 1 60 Bonnet et al. (1998)
VT1d ATCTCATGCGACTACTTGAC
Stx2-F TTGCTGTGGATATACGAGGGC EHEC Shiga-toxin 2 60 Carey et al. (2008)
Stx2-R TCCGTTGTCATGGAAACCG
BAC338F ACTCCTACGGGAGGCAG Total bacteria 58 Yu et al. (2005)
BAC516F GTATTACCGCGGCTGCTG
789cfbF CRAACAGGATTAGATACCCT Bacteroidetes 61 Bacchetti De Gregoris
et al. (2011)cfb967R GGTAAGGTTCCTCGCGTAT
Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA Actinobacteria 61 Bacchetti De Gregoris
et al. (2011)Act1200R TCRTCCCCACCTTCCTCCG
928F-Firm TGAAACTYAAAGGAATTGACG Firmicutes 61 Bacchetti De Gregoris
et al. (2011)1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC
Eco1457F CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC Enterobacteriaceae 63 Bartosch et al. (2004)
Eco1652R CTCTACGAGACTCAAGCTTGC
F_Lacto05 AGCAGTAGGGAATCTTCCA Lactobacillus/Pediococcus/
Leuconostoc
60 Furet et al. (2009)
R_Lacto04 CGCCACTGGTGTCTYTCCATATA
TaqMan
F_Bact 1369 CGGTGAATACGTTCCCGG
P_TM1389F FAM-CTTGTACACACCGCCCGTC-TAMRA Total bacteria 60 Furet et al. (2009)
R_Prok1492R TACGGCTACCTTGTTACGACTT
E. coli-F CATGCCGCGTGTATGAAGAA
E. coli-P FAM-TATTAACTTTACTCCCTTCC
TCCCCGCTGAA-TAMRA
Escherichia coli 60 Huijsdens et al. (2002)
E. coli-R CGGGTAACGTCAATGAGCAAA
F_Bifid 09c CGGGTGAGTAATGCGTGACC
P_Bifid FAM-CTCCTGGAAACGGGTG-TAMRA Bifidobacteria 60 Furet et al. (2009)
R_Bifid 06 TGATAGGACGCGACCCCA
F_Bacter 11 CCTWCGATGGATAGGGGTT
P_Bac303 YY-AAGGTCCCCCACATTG-TAMRA Bacteroides/Prevotella 60 Furet et al. (2009)
R_Bacter 08 CACGCTACTTGGCTGGTTCAG
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Mx3005P QPCR system (Agilent Technologies, Massy,
France) with the specific primers indicated in Table 1.
Enterobacteriaceae 16S and mouse 36B4 were used as inter-
nal controls for quantification of mRNA expression. Fold-
induction was calculated using the Ct method as follows:.
ΔΔCt ¼ Cttarget gene –Cthousekeeping gene
� �
treatment
– Cttarget gene –Cthousekeeping gene
� �
non treatment
and the final data were derived from 2−ΔΔCt.
KC gene expression analysis was completed by the mea-
surement of the corresponding protein. The amount of KC se-
creted in the supernatants from mouse ileal tissues (cultured for
24 h in Roswell ParkMemorial Institute medium supplemented
with 100 μg/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, and
100 μg/mL gentamicin in an atmosphere containing 5 % CO2
at 37 °C) was determined by ELISA (R&D systems, Norwich,
England) according to the manufacturer’s instructions.
Composition and metabolic activity of human gut
microbiota
The main bacterial populations of human gut microbiota (total
bacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria,
Bifidobacteria, Bacteroides, Enterobacteriaceae, Lactococcus/
Pediococcus/Leuconostoc,E. coli,Faecalibacteriumprausnitzii)
were followed in the ARCOL model by qPCR analysis as pre-
viously described by Thévenot et al. (2013). Primers used in this
study are listed in Table 1. SCFAs production in the ARCOL
model was determined by gas chromatography. Dialysis out-
flows supplemented with internal standard (2-ethyl butyric acid
at 49 mM) were deproteinized by addition of satured phospho-
tungstic acid (500 g/L), centrifuged at 9000g for 20 min before
supernatants were filtered (0.45 μm). The samples were run
through a Agilent 6890 Series GC System (Agilent Technolo-
gies, Massy, France) fitted with HP-INOWax column
(0.25 mm × 30 m × 0.25 μm) and flame ionization detector.
Helium was used a carrier gas at a flow rate of 2 mL/min.
Injector and detector were set at 250 °C. The column was main-
tained in an oven with a temperature gradient ranging from 110
to 240 °C. One microliter quantity of each sample was injected
with a run time of 14.3 min. Peaks were integrated using the HP
ChemStation software. SCFA concentrations were quantified by
comparing their peak areas with the corresponding standards.
Histological analysis
Tissue samples taken from the mouse small intestine (control,
O157:H7 and BO157:H7 + Sc^ groups) were fixed in PBS
containing 4 % formalin, paraffin-embedded, cut into 5-μm
slices, stained with hematoxylin/eosin/safranin, and then
examined with a light microscope by a pathologist kept un-
aware of sample origin.
Statistical analysis
For each microorganism, significant differences in survival
between treatments and time points were tested using a non-
parametric analysis of repeated measures (the same individ-
uals were measured over time) with the Bf1.ld.f1^ function of
the R package BnparLD^ (Noguchi et al. 2012) in R 3.0.0 (R
Development Core Team 2012). In case of a significant treat-
ment or interaction effect, Tukey contrast effects of survival
between the four treatments for each time point were calculat-
ed using the function Bnparcomp^ of the R package nparcomp
(Konietschke 2012). The same method was applied on SCFA
data analysis. Percentage variations in SCFA production be-
tween phase A and B in ARCOL and effects of treatments in
the in vivo assay were determined byMann-Whitney test, and
P < 0.05 was considered as significant. The kinetics of viru-
lence gene expression were tested with the Bld.f1^ function of
the R package nparLD. In case of a significant time effect,
pairwise comparisons with Bonferroni adjustment were per-
formed. The independence between treatment and hemorrhag-
ic status of PPs was tested by chi-square with Yates’ correc-
tion. The agglomerative hierarchical clustering with the
Bhclust^ function was used to cluster treatment depending
on their composition in major bacterial populations
(Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroides,
Lactococcus/Pediococcus/Leuconostoc, Enterobacteriaceae).
Results
Yeast viability in the in vitro colonic environment
S. cerevisiae CNCM I-3856 viability was followed during
in vitro fermentations in the ARCOL model. Following each
injection, viable yeast concentrations immediately reached peak
level around 7 Log10/mL but this level was not maintained in the
fermentative medium until the next administration, despite a
twice-daily supplementation (Fig. S1). Indeed, following injec-
tions, yeasts were quickly cleared from the bioreactor: 6 h fol-
lowing each morning inoculation, 3.3 ± 0.5 Log10 CFU/mL
(n = 3) were found, except for the first injection where
6.5 ± 0.2 Log10 CFU/mL (n = 3) weremaintained. Yeast survival
was not modified by the addition of E. coli O157:H7.
Effect of prophylatic treatment with S. cerevisiae
on EHEC O157:H7 survival and virulence
E. coli O157:H7 was progressively eliminated from the bio-
reactor, more rapidly than the theoretical transit marker, show-
ing that the pathogen was not able to maintain in the simulated
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human colonic conditions (Fig. 1A). After a 36-h period of
fermentation, 6.3 ± 4.8 % (n = 3) of initial bacteria was recov-
ered in the bioreactor versus 35.1 ± 0.8% (n = 3) for the transit
marker (P < 0.05). The elimination rate of E. coli O157:H7 in
the ARCOL (Fig. 1A) was not modified by the twice-daily
supplementation with S. cerevisiae CNCM I-3856. The ex-
pression of EHEC main virulence genes, stx1, stx2 and eae,
was followed in the colonic environment at different times post
administration (Fig. 1B). Expression levels of stx1, stx2, and eae
were significantly increased (P < 0.05) compared to the initial
time point, until 12 h post administration for stx1 and stx2 and
9 h for eae. The highest levels were obtained at 12 h post
administration for stx1 (9-fold upregulated) and at 6 h for stx2
and eae (3- and 2.8-fold, respectively). Prophylactic treatment
with the probiotic yeast significantly (P < 0.05) decreased stx1
and stx2 gene expression compared to non-treated conditions, 9
and 12 h after EHEC administration (Fig. 1B). In contrast, eae
expression was not influenced by the probiotic S. cerevisiae.
E. coli O157:H7 and S. cerevisiae have
individual-dependent effects on human gut microbiota
The major phyla of gut microbiota and their main members
were quantified in the ARCOL model by qPCR using 16S
rRNA-targeted oligonucleotide-specific primers (Fig. S2). Bac-
terial concentrations were normalized with respect to the
amount found on the last day of the stabilization phase. Regard-
less of the treatment, no significant change was observed in the
levels of the selected populations. To further investigate the
effect of pathogen and probiotic supplementation on each indi-
vidual’s gut microbiota, an agglomerative hierarchical cluster-
ing on the major phyla and genus (Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroides, Lactococcus/Pediococcus/
Leuconostoc, Enterobacteriaceae) was used to gather the data
(Fig. 2). Irrespectively of the stool donors, all control samples
(no treatment) were found in the same cluster. Conversely, the
effect of either the pathogen or the probiotic (when administered
together or separately) on gut microbiota varied from one sub-
ject to another. The resulting heat map of clustering shows the
individual variations in response to the different treatments. For
example, EHEC infection led to an increase in Lactococcus/
Pediococcus/Leuconostoc genus in donors 2 and 3 but a de-
crease in donor 1 compared to control group. Also in donor 3,
when EHECwas administered, prophylactic yeast treatment led
to a decrease in Enterobacteriaceae, whereas in donor 1, yeast
treatment led to a decrease in Bacteroidetes.
Prophylactic treatment with S. cerevisiae beneficially
modulates gut microbiota activity during EHEC infection
To further investigate the effects of both pathogen and probi-
otic on colonic microbiota, the microbiota’s metabolic activity
was daily followed by assessing the production of major and
minor SCFAs in the dialysis outflows of the ARCOL model.
Data were grouped and analyzed per experimental phase
(phase A or B, as defined in the material and method section).
Whatever the treatment, acetate is the main metabolite pro-
duced, then followed by propionate and butyrate (Table 2). In
the control conditions, the percentages of acetate, propionate,
and butyrate in dialysis outflows were 66, 18, and 16 % of
major SCFA, respectively. To evaluate the influence of EHEC
administration on colonic microbiota activity, with or without
preventive yeast treatment, the variation in SCFA production
between phase B and phase A was calculated in both cases
(Fig. 3). The administration of E. coliO157:H7 did not induce
major modification of SCFA production compared to control
experimentation (Fig. 3a). In contrast, the production of ace-
tate was significantly increased when EHEC O157:H7 was
administrated after a preventive yeast treatment, compared
with yeast treatment without EHEC infection (5.0 ± 3.9 versus
−1.2 ± 1.3 %,P < 0.05, n = 3) and that of butyrate significantly
decreased (−3.3 ± 4.4 versus −1.9 ± 1 %, P < 0.05, n = 3)
(Fig. 3b). The administration of EHEC in conjunction with
yeast treatment also led to a significant decrease in minor
SCFA production (branched-SCFA and valerate; P < 0.05).
Prophylactic treatment with S. cerevisiae inhibits EHEC
O157:H7 interactions with ileal murine Peyer’s patches
and subsequent PPs bleeding
To further explore the effect of probiotic yeasts and in-
vestigate their action on EHEC interactions with the in-
testinal wall in vivo, S. cerevisiae CNCM I-3856 was
orally administrated to mice for 7 days. At the end of
probiotic treatment, body weights were determined and
compared to that of the control group (saline water). The
Fig. 1 Influence of S. cerevisiae CNCM I-3856 on E. coli O157:H7
survival and virulence in human simulated colonic conditions. EHEC
survival and virulence were assessed during in vitro fermentations in
the ARCOL model after a single administration of E. coli O157:H7
EDL 933 (10
7
CFU/mL) in conjunction or not with twice-daily treatment
by probiotic yeasts (10
7
CFU/mL). A The curves obtained for bacteria
alone (black line, BO157:H7^) or when S. cerevisiaewas administered as
a prophylactic treatment (dashed line, BO157:H7 + Sc^) were compared
to that of a theoretical transit marker (Danckwerts 1953) which simulates
the behavior of an inert compound (dotted line, Btransit marker^). Results
are expressed as mean percentages of initial intake ± standard deviations
(n = 3 for O157:H7, n = 3 for BO157:H7 + Sc,^ n = 6 for the theoretical
transit marker). B Total RNAs were extracted from the in vitro colonic
medium with (gray bar) or without (black bar) the prophylactic yeast
treatment, and stx1 (a), stx2 (b), and eae (c) mRNAs were quantified by
qRT-PCR. Housekeeping 16S Enterobacteriaceaewas used as an internal
standard to normalize the data. Results are expressed as means of fold-
induction (calculated using the Ct method with time 0 as
reference) ± standard deviations (n = 3). Statistical analysis was per-
formed using the nonparametric Mann-Whitney test. Statistically differ-
ent from t0 B0 h^ at P < 0.5 (α), P < 0.01 (ß), P < 0.001 (γ). O157:H7
statistically different from O157:H7 + Sc at P < 0.05 (*) or P < 0.01 (**).
Vertical dashed lines separated the first 12 hours to others
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body weight of mice after 7 days in the S. cerevisiae
group (23.7 ± 2.7 g, n = 26) was not significantly
different from that of the control group (24.0 ± 2.7 g,
n = 28) (Fig. 4A). The mean fecal S. cerevisiae count in
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the treated group was approximately 4 Log10 CFU/g of
feces during the 7 days (Fig. 4B). As expected, no yeast
was found in the control animals.
The effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 on EHEC interac-
tions with intestinal mucosa with or without PPs was investigat-
ed using a mice ileal loops assay (Fig. 4D). In the O157:H7
group, the number of intracellular bacteria was significantly
(P < 0.05) higher in ileal tissue with PPs (4.1 ± 2.4 Log10
CFU/g of ileal tissue) compared to ileal mucosa without PPs
(2.6 ± 1.7 Log10 CFU/g). Interaction of EHECwith murine ileal
mucosa without PPs was not influenced by the probiotic treat-
ment. In contrast, the mean number of bacteria that interacted
with ileal mucosa with PPs was significantly (P < 0.001) de-
creased with the probiotic treatment (1.7 ± 1.9 Log10 CFU/g of
ileal tissue in the O157:H7 + Sc group versus 4.1 ± 2.4 Log10
CFU/g in the O157:H7 group). Bloodshot PPsweremacroscop-
ically observed following EHEC infection (Fig. 4D). Pre-
treatment with yeast significantly (P < 0.01) reduced the number
of hemorrhagic PPs, 66 % of total PPs being hemorrhagic in the
O157:H7 group versus 26 % O157:H7 + Sc group (Fig. 4D).
Table 2 Influence of EHEC and probiotic S. cerevisiae on SCFA production in the ARCOL model
SCFAa % during the different phasesb
Controlc Treatment 1d Treatment 2e Treatment 3f
Phase A Phase B Phase A Phase B Phase A Phase B Phase A Phase B
Acetate 66.1 ± 2.6 68.5 ± 2.5 67.4 ± 3.2 66.2 ± 2.6 69.0 ± 3.7 68.9 ± 2.3 63.7 ± 8.5 68.7 ± 5.3
Propionate 18.4 ± 2.0 17.1 ± 1.8 18.7 ± 2.4 18.0 ± 2.4 17.2 ± 1.4 17.0 ± 1.8 19.7 ± 3.6 18.0 ± 4.0
Butyrate 15.9 ± 1.2 14.4 ± 1.5 13.9 ± 1.8 15.8 ± 1.0 13.9 ± 2.5 14.1 ± 1.4 16.6 ± 5.0 13.3 ± 1.9
iso-Butyrate 2.0 ± 0.2 2.0 ± 0.2 2.0 ± 0.1 2.3 ± 0.1 1.9 ± 0.6 2.3 ± 0.3 2.2 ± 0.1 2.2 ± 0.2
iso-Valerate 2.8 ± 0.2 2.9 ± 0.3 2.9 ± 0.3 3.2 ± 0.3 2.5 ± 0.6 2.6 ± 0.5 2.0 ± 0.5 1.9 ± 0.4
Valerate 4.6 ± 0.6 4.5 ± 0.6 4.6 ± 0.6 5.2 ± 0.5 6.2 ± 1.4 5.8 ± 1.0 5.7 ± 0.8 5.2 ± 0.8
Hexanoic acid 3.1 ± 0.6 3.0 ± 0.5 2.7 ± 1.6 4.0 ± 1.0 5.1 ± 2.2 4.6 ± 1.3 3.5 ± 2.7 3.4 ± 2.5
Heptanoic acid 0.4 ± 0.2 0.5 ± 0.4 0.5 ± 0.5 0.9 ± 0.4 2.3 ± 1.7 2.0 ± 1.7 2.0 ± 1.6 1.9 ± 1.4
a SCFA in the dialysis outflows were measured by gas chromatography. Data are mean percentages ± standard deviations for the 4 days of each phase
(n = 12 for phases A and B)
bDefined as the percentage of each SCFA compared to the sum of acetate, propionate, and butyrate
c Control refers to no treatment
d A twice-daily supplementation with S. cerevisiae CNCM I-3856 in phases A and B
eA single administration of E. coli EDL 933 the first day of phase B
f A twice-daily supplementation with S. cerevisiae CNCM I-3856 in phases A and B in conjunction with a single administration of E. coli EDL 933 the
first day of phase B
Fig. 2 Clustering of the q-PCR analysis of gut microbiota in the ARCOL
model. Heat map analysis of the main bacterial population concentrations
(qPCR analysis) under various tested conditions (control, BSc,^
BO157:H7,^ BO157:H7 + Sc^) was used to cluster data. Seven major
phyla or genus were followed to clustering: Actinobacteria, Bacteroides,
Bacteroidetes, Enterobacteriaceae, Firmicutes, and Lactococcus/
Pediococcus/Leuconostoc. Heat map coloring refers to the concentration
value: high values are represented in greenwhereas low values are in red.
D1, D2, and D3 are donor 1, donor 2, and donor 3, respectively. Days of
fermentations are indicated by J
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Histological analysis was performed on ileal loops from
control, O157:H7, and O157:H7 + Sc groups after a 5-h
EHEC challenge. Microvilli on the ileum section of the
S. cerevisiae-fed mice were less atrophied than that of the
O157:H7-treated mice (Fig. 4E). EHEC infection in human
is associated with an increase in the production of the proin-
flammatory IL-8 (Bellmeyer et al. 2009). To investigate the
potential immunomodulatory effect of S. cerevisiae, the pro-
inflammatory keratinocyte-derived chemokine (KC) expres-
sion and production levels were measured in the three groups
of mice. The results showed that S. cerevisiae CNCM I-3856
did not significantly influence KC expression and production,
with mean protein concentrations of 679 ± 2680 pg/mL in the
O157:H7 + Sc group versus 1603 ± 6006 pg/mL in the
O157:H7 group (Fig. 4F).
Discussion
EHEC are major foodborne pathogens which cause consider-
able public health concerns. As the treatment of EHEC infec-
tion is only supportive and antibiotic therapy remains contro-
versial, probiotics are being investigated as an alternative
strategy. To date, most of the studies that have investigated
EHEC or probiotic behavior in human digestive conditions
have been conducted either in oversimplified static in vitro
Fig. 3 Effect of S. cerevisiae
CNCM I-3856 and E. coli
O157:H7 on SCFA production in
the ARCOL model. SCFAs pro-
duced during in vitro fermenta-
tions were measured in the dialy-
sis outflows of the ARCOLmodel
by gas chromatography, when
E. coli O157:H7 EDL 933 was
administered alone (a) or with the
prophylactic yeast treatment (b).
Data were grouped and analyzed
per experimental phase (phase a
or b) and are expressed as mean
percentages of variations between
phase A and B (n = 3). Boxes,
lines, and whiskers denote inter-
quartile ranges, medians, and 25th
and 75th percentiles, respectively.
Statistical analysis was performed
using the nonparametric Mann-
Whitney test. BO157:H7^ statisti-
cally different from BO157:H7 +
Sc^ at P < 0.05 (*)
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models or in cell culture assays that integrate only selective
parameters of the human digestive tract, or in mice models
whose physiological conditions remain far from those ob-
served in humans. In addition, in the vast majority of cases,
the studies investigating EHEC behavior in the digestive en-
vironment (Barnett Foster 2013) do not take into account the
gut microbiota, which is a critical parameter of the human gut
homeostasis, and the molecular and cellular mechanisms by
which probiotics can affect the survival and virulence of
EHEC remain largely unknown.
Here, we aimed to (i) better understand EHEC O157:H7
survival, virulence, and interactions with gut microbiota in the
human colonic environment using the dynamic in vitro model
ARCOL inoculated with feces from different healthy volun-
teers and (ii) investigate the antagonistic effect of S. cerevisiae
CNCM I-3856 against the pathogen when administered as a
prophylactic treatment, using complementary in vitro (simu-
lated human colonic conditions) and in vivo (mouse ileal
loops) approaches. In this study, we chose to use a prophylac-
tic strategy, as previous studies by Dahan et al. (2003) and
Dalmasso et al. (2006) with the well-known probiotic yeast
S. boulardii showed that preincubation, but not coincubation,
of EHEC-infected T84 cells with the probiotic decreased IL-8
secretion and TNF-α induced apoptosis.
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The first aim of the study was to follow EHEC survival in
the in vitro human colonic environment as well as the influence
of a prophylactic treatment with S. cerevisiaeCNCM I-3856. A
progressive elimination of EHEC O157:H7 from the ARCOL
model was observed, most likely due to either the barrier effect
of gut microbiota or to the high SCFA concentrations found in
the colon which are known to inhibit EHEC growth (Nakanishi
et al. 2009; Tobe et al. 2011). Results obtained in the current
investigation with the stools obtained from three different do-
nors (two males and one female ranging in age from 24 to
46 years) corroborate those previously obtained with a unique
male donor (Thévenot et al. 2013), suggesting that such surviv-
al kinetics may be generalized to the adult population. Similar
trends are observed in mouse model where large inocula
(1010 CFU) and antibiotic treatment disrupting commensal mi-
crobiota are required for effective colonization by EHEC strains
(Naylor et al. 2005). In humans, Tarr et al. (1990) showed that 4
to 6 days after the beginning of digestive disorders, no viable
EHEC could be detected in the feces of HUS patients, which
corroborates with our in vitro results. In rare cases and mainly
in young children, prolonged shedding could be observed
(Swerdlow and Griffin, 1997). Our results indicate that high
EHEC levels in the feces would be rather linked to a growth
renewal of the pathogen in the distal parts of the intestine
(Etienne-Mesmin et al. 2011a; Miszczycha et al. 2014) than
to its ability to grow in the colon. Further investigations aiming
to assess the survival kinetics of EHEC in the large intestinal
conditions of at-risk population (children under 5 years old and
elderly people) would be of great interest. Unfortunately, pro-
phylactic treatment with S. cerevisiae CNCM I-3856 had no
direct antagonistic effect on EHEC O157:H7 survival in the
colonic environment.
To date, no data is available regarding EHEC virulence
factor expression in human large-intestinal conditions. For
the first time, we showed that stx and eae expressions, which
are the two main genes involved in EHEC pathogenesis
(encoding for Stx and the adhesin intimin, respectively), were
increased in the ARCOLmodel until 12 h post administration.
This means that expression of bacterial adhesins can be up-
regulated even if the pathogen does not come into contact with
host cells and that the microenvironment of the colonic lumen
may act as a cue for virulence modulation required for EHEC
infection process. Among the metabolites found in the human
colonic environment, SCFAs have already shown their ability
to regulate expression of virulence genes involved in motility,
adhesion, and induction of A/E lesions (Barnett Foster 2013).
In particular, high concentrations of SCFAs that are typically
found in the colon were previously associated with increased
expression of the Iha adhesin encoding gene (Herold et al.
2009). Interestingly, we found that the prophylactic treatment
with S. cerevisiae significantly decreased stx1 and stx2 expres-
sion. Hitherto, downregulation of stx expression was only de-
scribed with probiotic bacteria and linked to the production of
organic acids and the subsequent fall in pH (Carey et al. 2008).
This is therefore the first report showing the antagonistic effect
of a probiotic yeast on stx expression. This outcome is partic-
ularly important as Stx are responsible for serious complica-
tions in EHEC infection.
As our results suggested that gut microbiota may have a
key role in the modulation of EHEC virulence program, we
further investigated the effect of both pathogen and probiotic
supplementation on gut microbiota composition and activity.
Each treatment was tested in triplicate using fresh feces col-
lected from three healthy volunteers. In the control samples
(no pathogen nor probiotic treatment), the gut microbiota pro-
files were similar for the three volunteers. In contrast, when
E. coli O157:H7 or S. cerevisiae CNCM I-3856 were admin-
istered, the profiles became different depending on the volun-
teer, suggesting that EHEC and probiotic yeast have
individual-dependent effects. This finding strengthens the
emerging view that commensal microbiota may influence
the clinical course of EHEC (de Sablet et al. 2009; Toshima
et al. 2007). The gut microbiota activity was then followed by
assessing the production of major and minor SCFAs, which
are main microbial metabolite. EHEC infection by itself had
no major effect on SCFA production. By contrast, when a
prophylactic treatment with the probiotic S. cerevisiae was
applied, a significant increase in the production of acetate,
associated with a significant decrease in butyrate, was
Fig. 4 Effect of S. cerevisiae CNCM I-3856 on EHEC interactions with
mice Peyer’s patches. S. cerevisiae CNCM I-3856 was orally
administrated to mice (2.106 CFU/mouse/day) during 7 days (“Sc”
group). As a control, saline water was given to the animals using the
same experimental protocol (“control” group). On day 8, mice ileal
loops were performed and inoculated with a suspension of E. coli
O157:H7 EDL 933 (107 CFU/mL) to study pathogen interaction with
murine mucosa (“O157:H7” or “O157:H7 + Sc” groups). A Mice body
weight (in grams (g), means ± standard deviations, n = 28 for control and
n = 26 for Sc) was daily determined. B Viable yeasts were numered in
mice feces (in Log10 CFU per g of feces, means ± standard deviations,
n = 28 for control and n = 26 for Sc).C The number of intracellular EHEC
O157:H7was determined inmouse ileal mucosa without (“ileal mucosa”)
or with Peyer’s Patches (“Peyer’s Patches”) when the probiotic yeast was
administered (O157:H7 + Sc) or not (O157:H7). Results are expressed as
Log10 CFU per gram of ileal tissue (n = 23 for O157:H7 and n = 26 for
O157:H7 + Sc). Horizontal line represents the median. Statistical
significance between treatments was indicated (P < 0.05 (*), P < 0.001
(***), NS non-significant). D Macroscopic view of non hemorrhagic
(upper panel) and hemorrhagic (below panel) murine Peyer’s patches.
The number of hemorrhagic Peyer’s patches (expressed as percentages
of the total number of Peyer’s patches) was determined in the O157:H7
and O157:H7 + Sc groups. Significant differences are indicated
(*P < 0.01). e Stained cross-sections of mouse ileum were performed
after ileal loops assay in the O157:H7 (a and b) and O157:H7 + Sc (c
and d) groups. Black arrows indicate different sizes of microvilli. f
Keratinocyte-derived chemokine (KC) expression and production were
determined at the end of ileal loops assay, using qRT-PCR and ELISA,
respectively, in the control, O157:H7, and O157:H7 + Sc groups. Means
are represented by horizontal lines (n = 5 for control, n = 23 for O157:H7,
and n = 26 for O157:H7 + Sc). a KC mRNA expression levels (in fold
changes). b Amount of KC secreted in picogram per gram of ileal tissue
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observed. In mice, acetate production by Bifidobacterium
strains was associated with an anti-infectious activity through
the inhibition of Stx production and translocation (Fukuda et al.
2011). Butyrate has well-known beneficial properties that are
essential to maintain gastrointestinal health, providing energy to
epithelial cells, maintaining gut barrier function, reducing oxi-
dative stress, and inhibiting inflammation and carcinogenesis
(Hamer et al. 2008). However, butyrate has been shown to
enhance the expression of virulence-associated genes in EHEC,
particularly those localized on LEE cluster and mobility genes
(Nakanishi et al. 2009; Tobe et al. 2011). Taken together, these
results suggest that, during EHEC infection, a prophylactic
treatment with the probiotic S. cerevisiae CNCM I-3856 can
beneficially modulate gut microbiota activity.
Besides their antagonistic effect on pathogen growth or
virulence factor expression, probiotics can also counteract
the adverse effects of EHEC bacteria by limiting pathogen
attachment to the host (Hsueh et al. 2010; Hugo et al. 2008;
Medellin-Peña and Griffiths 2009; Rund et al. 2013; Turková
et al. 2013) or by enhancing intestinal barrier function
(Fukuda et al. 2011; Johnson-Henry et al. 2008; Putaala
et al. 2008). The last aim of the present study was to investi-
gate the effect of a pre-challenge feeding with the probiotic
S. cerevisiae CNCM I-3856 on E. coli O157:H7 interactions
with the murine ileal mucosa and particularly with PPs. Our
in vivo ileal loop assays confirmed that EHEC O157:H7 spe-
cifically targets PPs, as previously described by Phillips et al.
(2000), and subsequently induces hemorrhagic lesions, prob-
ably due to the action of Stx (Etienne-Mesmin et al. 2011b).
For the first time, we showed that a prophylactic treatment
with the probiotic strain S. cerevisiae CNCM I-3856 signifi-
cantly reduced both the amount of associated bacteria and the
number of hemorrhagic PPs. Mechanisms by which EHEC
preferentially targets PPs and consequently the way how
probiotic yeast may exert its antagonistic effect are still
unknown. However, Sun et al. (2010) have shown that Lac-
tobacillus acidophilus FN001 has mannose-specific proteins
on its surface that mediate its adhesion to the mice PPs and
could inhibit the adhesion of E. coli ATCC25922, which also
contains mannose-specific lectin. In addition, Tiago et al.
(2012) have highlighted that several enteropathogenic bacte-
ria, such as E. coli or Salmonella enterica serovar
Typhimurium, can adhere to the surface of S. boulardii,
S. cerevisiae UFMG 905, and S. cerevisiae BY4741 and can
be therefore captured by the yeasts. Such binding led to a
decrease in S. enterica serovar Typhimurium translocation in
mice (Martins et al. 2007, 2013). We therefore hypothesize
that, without probiotic treatment, EHEC tropism to PPs results
from their binding to specific carbohydrates, such as mannose,
on the cell surface. When a prophylactic treatment with
S. cerevisiae is administered, yeast surfaces which are rich in
mannose could act as a trap binding EHEC, leading to a de-
crease in the number of bacteria associated with PPs and
consequently to a lower amount of Stx able to induce hemor-
rhagic lesions. S. cerevisiaemay also act directly by inhibiting
Stx translocation or by downregulating Stx expression, as
shown in vitro in the ARCOL model.
In conclusion, this study provides significant insight into
EHEC pathogenesis by showing, in human simulated colonic
environment, the upregulation of stx and eae genes (encoding
for two main virulence factors) and the individual-dependent
effect of the pathogen on gut microbiota. This finding gives
supportive evidence that gut microbiota would play a key role
in the clinical outcome of EHEC infection. Even if
S. cerevisiae CNCM I-3856 does not exert a direct antagonis-
tic effect on E. coli O157:H7 survival in the ARCOL model,
this probiotic yeast emerges as a useful approach in the fight
against EHEC through downregulation of stx expression and
appropriate modulation of SCFA production. This probiotic
strain also specifically inhibits EHEC interactions with PPs in
mice ileal loops and prevents their hemorrhagic evolution.
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COMMENTAIRES DE LA PUBLICATION N°2 
 
L’objectif de cette étude était d’utiliser des approches in vitro et in vivo complémentaires 
afin de mieux comprendre le comportement de la souche de référence E. coli O157:H7 EDL 
933 dans l’environnement colique humain (survie, virulence), son interaction avec le 
microbiote colique et l’épithélium intestinal et évaluer l’intérêt d’une stratégie probiotique 
préventive utilisant la levure S. cerevisiae CNCM I-3856 sur différents aspects de la 
physiopathologie bactérienne. 
 
Ainsi, ont été déterminés dans l’environnement colique humain in vitro (i) la survie 
d’EDL 933 et l’expression des principaux gènes de virulence (stx et eae), (ii) l’effet du 
pathogène et du probiotique sur le microbiote colique implanté dans le fermenteur et (iii) 
l’influence de la levure sur la survie du pathogène et l’expression de ses facteurs de virulence.  
Dans un modèle in vivo d’anses iléales murines, nous avons ensuite étudié l’interaction du 
pathogène avec l’épithélium intestinal, et plus particulièrement les plaques de Peyer, et évalué 
la capacité du probiotique à inhiber ces interactions. 
 
 
Évaluation de la survie et de la virulence d’E. coli O157:H7 dans
l’environnement colique humain simulé  
 
Comparativement aux travaux précédents de Thévenot et al. (2013), plusieurs 
adaptations méthodologiques ont été apportées dans cette publication. Tout d’abord, afin de se 
rapprocher au mieux des conditions in vivo, la souche EHEC a subi un stress de type gastro-
intestinal en « batch », préalablement à son introduction dans le système ARCOL. Puis, nous 
avons utilisé des selles issues de différents donneurs (trois dont une femme et deux hommes) 
afin de vérifier que les résultats obtenus n’étaient pas observés que chez un seul individu mais 
pouvait être généralisés. Enfin, nous avons augmenté l’inoculum bactérien (de 105 à 107 
cellules/ml) afin de pouvoir suivre l’expression des gènes de virulence de la souche EHEC par 
RTq-PCR. 
 
Nos résultats montrent que la souche EHEC O157:H7 EDL933 ne se maintient pas dans 
le bioréacteur, une élimination progressive du pathogène étant observée quel que soit 
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l’inoculum fécal introduit dans le fermenteur (3 donneurs différents). Ces données sont en 
adéquation avec celles de Gamage et al. (2006) en modèle murin où la présence d’un microbiote 
intestinal limite la colonisation d’E. coli O157:H7, et les données chez l’homme où le pathogène 
est rapidement éliminé des selles des patents. Ces données de survie confirment également les 
résultats obtenus précédemment au laboratoire avec un inoculum fécal issu d’un unique donneur 
(Thévenot et al. 2013). La même cinétique de survie du pathogène est observée chez les trois 
donneurs de matières fécales, suggérant que ce type de résultats pourrait être extrapolé à 
l’ensemble de la population. Néanmoins, il serait évidement nécessaire de confirmer ces 
résultats avec un plus grand nombre de donneurs de matières fécales ce qui permettrait de mettre 
en avant une flore ayant un caractère protecteur envers le pathogène. Par ailleurs, nous avons 
montré que l’application d’un stress gastro-intestinal et le changement de concentration de 
l’inoculum bactérien ne modifient pas la cinétique d’élimination du pathogène. Néanmoins, les 
concentrations testées (105 et 107 UFC/ml) sont supra-physiologiques et il serait intéressant
d’évaluer la survie des EHEC dans l’environnement colique humain à des concentrations plus 
faibles, la dose infectieuse moyenne de ces bactéries étant proche de 102 UFC (Lin et al., 1996). 
Enfin, il est à noter que ces données de survie ne peuvent bien sûr être généralisées à l’ensemble 
des souches EHEC, une seule souche de sérotype O157:H7 ayant été testée même si c’est celle-
ci la plus virulente.  
 
À ce jour, aucune donnée sur l’expression des facteurs de virulence des EHEC dans 
l’environnement digestif humain n’était disponible. Nous avons montré que les gènes stx et eae 
codant deux facteurs de virulence majeurs des EHEC, les Shiga-toxines et l’intimine, sont 
surexprimés dans l’environnement colique simulé. Ces résultats montrent que le contact avec 
l’épithélium intestinal n’est pas un pré-requis pour activer l’expression des gènes codant 
l’intimine, une adhésive majeure des EHEC, et que le microenvironnement colique est capable 
de moduler la virulence du pathogène. Cet effet pourrait être attribué à la présence d’AGCC, 
ces métabolites ayant déjà été décrits comme capable de réguler l’expression des gènes de 
virulence impliqués dans la mobilité, l’adhésion ou la formation des lésions A/E (Barnett 
Foster, 2013).  
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Influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 sur la survie et la virulence d’E. coli 
O157:H7 dans l’environnement colique humain simulé 
 
D’après les travaux présentés dans la publication n°1, nos résultats indiquent pour S. 
cerevisiae CNCM I-3856 un taux de survie proche de 100% en fin d’intestin grêle. Nous avons 
donc introduit le probiotique dans le fermenteur, sans stress gastro-intestinal préalable, et à la 
concentration physiologique donnée de 107 UFC/ml (Minelli et Benini, 2008). L’administration 
bi-quotidienne de S. cerevisiae CNCM I-3856 préalablement à l’ajout de la souche EHEC 
EDL933 et en post-exposition ne modifie pas la cinétique d’élimination du pathogène du milieu 
fermentaire. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par notre équipe lors d’études 
antérieures avec un traitement de type « curatif » (Thévenot et al., 2013). L’effet antagoniste 
de la souche de S. cerevisiae vis-à-vis de la reprise de croissance d’E. coli O157:H7 dans les 
parties distales de l’intestin grêle du TIM 1 (modèle estomac/intestin grêle) observé par 
Etienne-Mesmin, Livrelli et al. (2011) n’a donc pas été retrouvé en conditions coliques 
humaines simulées. Une des différences majeures entre ces deux modèles est l’absence de 
microbiote intestinal dans le tractus digestif supérieur in vitro. Aussi, il serait intéressant 
d’utiliser des modèles intégrant un microbiote intestinal dans les parties hautes du tractus 
digestif afin d’étudier l’influence d’un écosystème complexe sur le comportement des EHEC 
dans l’estomac et l’intestin grêle humains.  
 
Nous avons également montré que l’administration de S. cerevisiae CNCM I-3856 
permet de diminuer significativement l’expression des gènes stx1 et stx2, sans modifier celle 
du gène eae. Il est probable que la régulation de l’expression des gènes de virulence des EHEC 
par les levures probiotiques soit consécutive à une modulation de l’activité fermentaire du 
microbiote colique (voir paragraphes suivants). La diminution de l’expression des gènes stx ou 
de la production de toxines par différentes souches probiotiques bactériennes a déjà été mise en 
évidence (Carey et al., 2008 ; Reissbrodt et al., 2009 ; Rund et al., 2013 ; Takahashi et al., 
2004), mais jamais par une souche de levure, comme dans notre étude. C’est donc la première 
fois qu’une levure probiotique montre une action inhibitrice vis-à-vis de l’expression de stx1 et 
stx2. Néanmoins, il faudrait confirmer ces données d’inhibition de l’expression des gènes par 
une mesure directe de la production de toxines. Nous n’avons malheureusement pas pu réaliser 
ces mesures en raison de problèmes techniques (problèmes de stabilité de la toxine et de 
concentrations en Stx inférieures à la limite de détection).  
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Influence d’E. coli O157:H7 et de S. cerevisiae CNCM-I3856 sur les 
principales populations du microbiote colique 
 
Les principales populations bactériennes appartenant aux phyla majoritaires du 
microbiote colique ont été suivies tout au long des fermentations dans ARCOL après 
administration du pathogène et/ou du probiotique. Aucun effet de l’administration des EHEC 
sur le microbiote colique n’a été observé, lorsque les résultats obtenus sur les trois donneurs ont 
été analysés ensemble. Thévenot et al. (2013) avaient observé une diminution des 
Enterobacteriaceae consécutive à l’administration d’EHEC, qui n’a pu être confirmée dans 
cette étude. Cependant, la concentration initiale en EHEC était supérieure à celle des 
Enterobacteriaceae commensales (7 log10 versus 5 log10 UFC/ml).  
 
Comme dans la publication n°1, afin d’analyser les variations inter-individuelles du 
microbiote en réponse aux différents traitements, une classification hiérarchique ascendante a 
été effectuée. Alors que les échantillons «Témoin» des trois donneurs sont regroupés dans le 
même cluster, l’administration d’EHEC et/ou de probiotiques divise nos échantillons en 
groupes différents en fonction des donneurs, suggérant que la réponse du microbiote intestinal 
serait individu-dépendant. Nos résultats tendent donc à conforter l’idée que des facteurs 
associés à l’hôte, comme le microbiote intestinal, pourraient influencer l’évolution clinique des 
infections à EHEC (de Sablet et al., 2009 ; Toshima, Hachio et al., 2007) et l’efficacité des 
probiotiques. Néanmoins, il faudrait confirmer cette hypothèse en utilisant un nombre de 
donneurs plus important. L’utilisation de techniques de séquençage haut débit permettrait 
également d’obtenir une vision plus complète des modifications engendrées par les souches 
EHEC et probiotiques sur le microbiote colique.  
 
 
Influence d’E. coli O157:H7 et de S. cerevisiae CNCM-I3856 sur l’activité 
métabolique du microbiote colique
 
Nous avons également évalué l’effet du pathogène et du probiotique sur l’activité 
métabolique du microbiote colique, en suivant la production d’AGCC majoritaires et 
minoritaires. En présence du pathogène, le traitement par les levures entraine une augmentation 
de la production d’acétate et une diminution de celle de butyrate, ce qui confirme les résultats 
obtenus précédemment avec l’inoculum fécal d’une unique donneur par Thevenot et al. (2013).
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Ces résultats suggèrent que, en présence du pathogène, les levures S. cerevisiae CNCM I-3856 
peuvent moduler de façon bénéfique l’activité métabolique du microbiote colique. En effet, des 
travaux antérieurs ont montré que l’activité anti-infectieuse des bifidobactéries contre E. coli 
O157:H7 résulterait de la production d’acétate par ces bactéries, conduisant à une diminution 
du pH intestinal et à une inhibition de l’expression des gènes stx ou de la production de toxines 
ou encore à une inhibition de leur translocation (Asahara et al., 2004 ; Fukuda et al., 2011). Par 
ailleurs, le butyrate est connu pour augmenter l’expression de gènes du LEE et de gènes 
flagellaires impliqués dans la pathogénicité (Tobe et al., 2011). L’effet inhibiteur des S. 
cerevisiae CNCM I-3856 sur l’expression des gènes stx pourrait donc s’expliquer par une 
modulation de l’activité du microbiote entraînant en une augmentation de la production 
d’acétate. 
 
 
Influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 sur la translocation d’E. coli 
O157:H7 au travers de l’épithélium iléal murin 
 
Nous nous sommes ensuite intéressés à l’influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 sur 
l’interaction d’E. coli O157:H7 EDL 933 avec l’épithélium iléal murin dans un modèle in vivo 
d’anses iléales. Nous avons montré pour la première fois que l’administration du probiotique 
limite l’interaction du pathogène avec les plaques de Peyer, mais pas avec l’épithélium de la 
muqueuse, diminuant de façon importante l’hémorragie des plaques de Peyer associée à 
l’infection à EHEC. 
 
L’ensemble des mécanismes par lesquels les EHEC ciblent préférentiellement les 
plaques de Peyer ne sont pas clairement identifiés à l’heure actuelle, ce qui rend difficile la 
compréhension du mécanisme d’action des levures.  
 
Des données de la littérature indiquent que des probiotiques du genre Saccharomyces 
peuvent piéger à leur surface certaines bactéries entéropathogènes, comme Salmonella 
Typhimurium, et ainsi diminuer leur interaction avec l’épithélium intestinal (Martins et al.,   
2007 ; Tiago et al., 2013). De plus, l’adhésion des EHEC à la surface de S. boulardii a déjà été 
observée par Gedek (1999). Nous avons donc voulu déterminer s’il existait une interaction 
directe entre notre souche O157:H7 EDL933 et la levure S. cerevisiae CNCM I-3856 à l’aide 
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de test d’agglutination. Nos résultats ont montré que le pathogène n’agglutine pas avec la 
levure, invalidant cette première hypothèse.  
 
L’adhésion à la paroi des levures est directement liée au pili de type I. Nous nous 
sommes donc intéressées à sa présence potentielle chez la souche de référence EHEC O157:H7 
EDL933. Les souches de sérotype O157:H7 sont connues pour ne presque jamais exprimer le 
pili de type 1 bien qu’elles possèdent l’opéron fim codant ce pili (Durno et al., 1989). FimH est 
une adhésine qui reconnait le mannose. Shaikh et collaborateurs (2007) ont décrit chez certaines 
souches EHEC une délétion de 16 pb en amont du gène fimA ainsi qu’une mutation dans le gène 
fimH conduisant au remplacement de l’acide aminé 135 asparagine par une lysine. En utilisant 
la même stratégie PCR que celle décrite dans cette étude (et présentée dans la publication n°3), 
nous avons montré la présence de cette mutation et donc l’absence de pili de type I à la surface 
de la souche O157:H7 EDL933 qui ne peut donc interagir directement avec la levure de cette
façon.  
 
Compte tenu de ces éléments, notre hypothèse à ce jour est que l’inhibition par le 
probiotique pourrait être due à une compétition avec le pathogène pour un récepteur à la surface 
des plaques de Peyer ou à un encombrement stérique des probiotiques qui empêcherait l’accès 
des pathogènes aux plaques de Peyer. Dans le but d’étudier plus spécifiquement l’interaction 
d’E. coli O157:H7 EDL933 et de la levure probiotique avec les plaques de Peyer, un test in 
vitro en plaque 96 puits a été réalisé : des plaques de Peyer prélevées chez des souris ont été 
mises en contact pendant 1 h en présence soit du pathogène seul, soit de la levure seule, soit du 
pathogène et de la levure. Nous avons observé que la présence du probiotique entraine une 
inhibition de 53 % des interactions entre la souche O157:H7 et les plaques de Peyer et cette 
inhibition n’est pas observée au niveau de la muqueuse. Ces résultats confirment ceux obtenus 
précédemment dans le modèle d’anses iléales in vivo. Sun et al. (2010) ont montré que 
Lactobacillus acidophilus était capable d’adhérer aux plaques de Peyer et que cette adhésion 
était inhibée par la présence de carbohydrates tels que le mannose. Les auteurs concluent que 
des lectines à la surface de L. acidophilus seraient capables de reconnaître spécifiquement des 
résidus mannose à la surface des plaques de Peyer. L’identification de ces carbohydrates et 
l’étude de leur influence dans l’interaction avec les EHEC et la levure probiotique sont des 
pistes intéressantes à explorer dans le but de poursuivre l’étude des mécanismes associés à 
l’effet antagoniste de S. cerevisiae CNCM I-3856.
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CHAPITRE 3 : 
 
INTERACTION DES EHEC AVEC L’ÉPITHÉLIUM INTESTINAL  
 
 
Introduction à la publication n°3 
Le pouvoir pathogène des EHEC est essentiellement lié à la production des Shiga-
toxines, mais le processus infectieux est multifactoriel et d’autres facteurs semblent jouer un 
rôle dans la virulence. En effet, de nombreuses souches productrices de Shiga-toxines ne sont 
pas pathogènes chez l’homme, probablement parce qu’elles ne sont pas capables de survivre 
dans l’estomac ou de coloniser le tube digestif humain. A contrario, les souches pathogènes 
seraient capables de coloniser le tube digestif, et présenteraient un tropisme particulier pour 
l’épithélium associé au follicule ou FAE (« follicle associated epithelium ») des plaques de 
Peyer localisé au niveau de l’iléon terminal (Chong et al., 2007 ; Phillips et al., 2000 ; Fitzhenry 
et al., 2006). Le FAE est caractérisé par la présence de cellules spécialisées, les cellules M, qui 
jouent un rôle clef dans l’échantillonnage des antigènes et de pathogènes vers les plaques de 
Peyer et les macrophages sous-jacents.  
 
Des travaux réalisés précédemment au laboratoire ont permis de proposer un nouveau 
modèle dans la physiopathologie de des infections à EHEC. Le ciblage des plaques de Peyer 
constituerait une des premières étapes du processus infectieux. Les bactéries seraient ensuite 
phagocytées par les macrophages, au sein desquels elles sont capables de se répliquer et de 
produire des Stx. Ces toxines entrainent l’apoptose de la cellule hôte, ce qui conduirait à la 
libération des bactéries et des toxines dans la lamina propria et à la dissémination des toxines  
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FIGURE 46. Modèle in vitro de culture de cellules M (D’après Gullberg et 
al., 2000) 
Les facteurs de différenciation sécrétés par les cellules Raji B induisent le phénotype 
cellules M qui se caractérise par des modifications morphologiques (microvillosités 
désorganisées) et l’expression de marqueurs spécifiques des cellules M. Les bactéries 
sont déposées dans le transwell et le milieu basal est récupéré post-infection en 
fonction du temps puis étalé pour dénombrer les bactéries ayant transloqué. 
FIGURE 47. Modèle in vivo d’anses iléales (D’après Beuzón et Holden, 2001) 
L’interaction in vivo des EHEC avec la muqueuse intestinale (avec ou sans plaques de
Peyer) est étudiée en réalisant des anses iléales en modèle murin. Après anesthésie, une 
incision abdominale permet d’extraire l’iléon. Un segment d’iléon contenant des 
plaques de Peyer est ligaturé et un mélange composé de 50 % de la souche sauvage et
50 % d’un mutant ou d’une souche transcomplémentée (5.108 CFU/mL) est injecté. 
Arprès 5h d’infection, les animaux sont sacrifiés et le nombre de bactérie interagissant
la muqueuse est calculé par l’indice de compétition.  
CFU : Colonie formant unité ; lpf : gène codant les « Long Polar Fimbriae » ; WT :
« wild-type » souche sauvage 
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dans la circulation sanguine jusqu’aux organes cibles (cerveau, reins et côlon). Néanmoins, les 
mécanismes moléculaires impliqués dans le ciblage des plaques de Peyer restent mal connus.  
 
Les « Long polar fimbrae » (Lpf) sont des adhésines putatives d’abord décrites chez 
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Bäumler et al., 1996) et largement répandues dans 
toutes les classes d’E. coli pathogènes, en particulier chez les AIEC (Adherent Invasive E. coli) 
et les EPEC (E. coli entéropathogènes), mais aussi chez certains E. coli commensaux non 
pathogènes (Hu et al., 2015 ; Chassaing et al., 2011 ; Doughty et al., 2002 ; Toma et al., 2006). 
Chez Salmonella et les AIEC les Lpf jouent un rôle dans les interactions avec les plaques de 
Peyer, donc dans la virulence (Bäumler et al., 1996 ; Chassaing et al., 2011). Chez les EHEC, 
quatre opérons lpf ont été mis en évidence (Doughty et al., 2002 ; Perna et al. 2001), mais leur
rôle dans la pathogénicité n’est pas clairement défini. Des études ont montré que les Lpf 
pourraient être impliqués dans l’adhésion et la colonisation intestinale, plus précisément en 
interagissant avec les protéines de la matrice extra cellulaire, mais les données obtenues sont 
contradictoires (Jordan et al., 2004 ; Farfan et al., 2011 ; Lloyd et al., 2012). 
 
Dans ce contexte, par analogie avec Salmonella et les AIEC, nous avons voulu évaluer 
le rôle des Lpf dans le ciblage de la souche O157:H7 EDL933 aux plaques de Peyer. Des 
mutants délétés des gènes lpf ont été construits, leur capacité de translocation au travers de la 
muqueuse intestinale a été évaluée à l’aide d’approches complémentaires : in vitro (modèle 
original de culture des cellules M (FIGURE 46) et in vivo (anses iléales de souris contenant des 
plaques de Peyer (FIGURE 47). Ces travaux ont également permis de déterminer la prévalence 
de trois opérons lfp au sein d’une collection de souches STEC, d’évaluer l’expression des gènes 
lpf chez la souche O157:H7 EDL933 durant son transit dans le tractus digestif humain en 
utilisant le système digestif artificiel TIM-1 (Minekus et al., 1995) simulant de la façon la plus 
physiologique possible les conditions rencontrées dans la lumière gastro-intestinale du tractus 
digestif supérieur de l’Homme et le système ARCOL, reproduisant l’environnement colique 
humain.   
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enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are major food-borne pathogens whose survival and 
virulence in the human digestive tract remain unclear owing to paucity of relevant model. EHEC interact 
with the follicle-associated epithelium of Peyer’s patches of the distal ileum and translocate across the 
intestinal epithelium via M cells, but the underlying molecular mechanisms are still unknown. Here, 
we investigated the involvement of Long polar fimbriae (Lpf) in EHEC pathogenesis. Of the 236 strains 
tested, a significant association was observed between the presence of lpf operons and pathogenicity. 
In sophisticated in vitro models of the human gastro-intestinal tract, lpf expression was induced during 
transit through the simulated stomach and small intestine, but not in the colonic compartment. To 
investigate the involvement of Lpf in eHeC pathogenesis, lpf isogenic mutants and their relative trans-
complemented strains were generated. Translocation across M cells, interactions with murine ileal 
biopsies containing Peyer’s patches and the number of hemorrhagic lesions were significantly reduced 
with the lpf mutants compared to the wild-type strain. Complementation of lpf mutants fully restored 
the wild-type phenotypes. Our results indicate that (i) EHEC might colonize the terminal ileum at the 
early stages of infection, (ii) Lpf are an important player in the interactions with Peyer’s patches and 
M-cells, and could contribute to intestinal colonization.
Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), as a subgroup of Shiga toxin (Stx)-producing E. coli (STEC), are 
food borne pathogens responsible for human diseases. In addition to uncomplicated diarrhea, EHEC can cause 
hemorrhagic colitis (HC) and life-threatening complications such as the hemolytic-uremic syndrome (HUS)1. 
Ruminants, especially cattle, are a natural reservoir of STEC, and human infection is linked with the consump-
tion of contaminated food. STEC belong to a wide range of serotypes; however, only a limited number has been 
associated with human disease, among which EHEC O157:H7 is the most prevalent serotype associated with 
outbreaks and sporadic cases worldwide2. Based on the association of serotypes with diseases of varying severity 
in humans and with outbreaks or sporadic disease, STEC have been classified into 5 seropathotypes: A (associated 
with outbreaks and HUS and belonging to the O157:H7 serotype), B (associated with outbreaks and HUS but 
less commonly than serotype O157:H7), C (associated with sporadic HUS but not with outbreaks), D (associated 
with diarrhea but not with outbreaks or HUS cases), and E (serotypes that have not been involved in disease in 
humans)3. To date, the management of EHEC infections only includes supportive therapy, since antibiotics could 
worsen clinical outcomes4.
Survival and colonization of the human gastrointestinal (GI) tract are key features of EHEC infections but 
remain poorly described due to the lack of relevant models. EHEC viability and expression of virulence genes in 
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the digestive environment have been mostly investigated in oversimplified in vitro models not representative of 
human physiological conditions5–7. In the human digestive tract, EHEC strains produce Shiga-toxins (Stx) con-
sidered to be essential for virulence and major risk factors for severe EHEC infections. Meanwhile, EHEC patho-
genesis is not restricted to toxin-mediated effects, and a combination of virulence traits seems to be required, as 
demonstrated by the intimate bacterial attachment to host epithelial cells leading to the characteristic attaching 
and effacing (A/E) lesions8,9.
The terminal ileum and colon are considered to be the main sites of EHEC colonization in humans10. 
In vitro organ culture (IVOC) studies have demonstrated a preferential tropism of EHEC O157:H7 for the 
Follicle-Associated Epithelium (FAE) of Peyer’s patches, mainly localized in the distal ileum in humans11. It has 
been hypothesized that the Peyer’s patches-rich distal ileum might represent the initial site of EHEC adhesion and 
colonization, and EHEC would then spread to other regions of the gut12. Concurrently, the FAE promotes uptake 
of antigens and microorganisms through specialized epithelial cells with high transcytotic capacity, termed 
M-cells13,14. A previous study has suggested an interaction of EHEC strains with murine Peyer’s patches, followed 
by a translocation through M cells from the gut lumen to underlying tissues. After bacterial uptake by M cells, Stx 
induces apoptosis in underlying infected macrophages, which yields to toxin release in the lamina propria. Stx 
would then enter the bloodstream to reach target organs, leading to severe disease in humans15. However, under-
lying molecular mechanisms involved in M cell targeting remain poorly investigated, and the bacterial effectors 
associated have not yet been defined.
Long polar fimbriae (Lpf), first described as putative adhesins in Salmonella enterica serovar Typhimurium, 
have been shown to attach directly to murine Peyer’s patches16,17. Lpf have also been previously described in 
Crohn’s disease-associated Adherent-Invasive Escherichia coli (AIEC) as key players in their interactions with 
M cells18. Genome analysis of EHEC O157:H7 strain EDL933 revealed the presence of two lpf clusters encoded 
by O-islands 141 and 154, closely related to Lpf of Salmonella Typhymurium19–21. In EHEC O157:H7, Lpf have 
been reported to be involved in the adhesion process and micro-colony formation at the surface of cultured 
cells21,22 probably through binding to extracellular matrix protein23. Recent studies supported the role of Lpf in 
the induction of host pro-inflammatory responses to EHEC infection24,25. In EHEC O113:H21, a fimbrial cluster 
related to Lpf has also been identified located at the same position of the O island 154 in EHEC O157:H7 strain 
EDL93326. LpfOI-113, identified in E. coli strains of other serogroups, may be involved in adherence of E. coli strains 
to epithelial cells27.
In the present study, the roles of Lpf in EHEC pathogenicity and of tropism to Peyer’s patches were investi-
gated using in vitro and in vivo approaches. First, the prevalence of lpf operons was analyzed according to STEC 
seropathotype and origin, in a collection of 236 strains of known serotype. A strong association of the lpfOI-141 
and lpfOI-154 operons and pathogenicity was observed. Then, lpf expression was investigated in relevant dynamic 
in vitro models of the human digestive tract, with lpf being overexpressed in gastric and small intestinal con-
ditions but not in colonic ones. Using lpf isogenic mutants and their relative trans-complemented strains, we 
showed that expression of lpf genes is required for an active translocation across M cell monolayer in vitro and for 
interactions with Peyer’s patches in mice ileal loops in vivo.
Results
lpfAOI-141 and lpfAOI-154, but not lpfAOI-113, are associated with pathogenic strains. Some STEC 
serotypes recovered from animals or food have never been associated with human diseases, therefore STEC 
strains were classified into seropathotypes, according to association with HUS and outbreaks28. To assess the 
potential links between lpf operons and STEC pathogenicity, the prevalence of lpfAOI-141, lpfAOI-154 and lpfAOI-113 
was investigated in a collection of 236 STEC strains isolated from humans, animals or food and classified accord-
ing to the source and seropathotype (Fig. 1). Among the 236 strains of known serotype29,30, 175 were isolated 
from bovine feces, 27 from HUS and HC patients, 24 from food samples and 10 from asymptomatic children. The 
lpfOI-141 and lpfOI-154 operons were identified in 15 (6.4%) and 30 (12.7%) of the 236 STEC strains, respectively, 
versus 143 (60.6%) for lpfAOI-113 (Supplemental Fig. 1A and B). However, lpfOI-141 and lpfOI-154 were significantly 
(p < 0.01) more prevalent in strains isolated from HUS and HC patients than from other sources (Fig. 1A), 
while lpfAOI-113 was mainly found in strains isolated from bovine feces (112 versus 8 in HUS and HC patients, 
Figure 1. lpfOI-141 and lpfOI-154 are associated with the seropathotype A including the most virulent strains. 
(A,B) The prevalence of lpfOI-141, lpfOI-154 and lpfOI-113 operons was determined by PCR in a total of 236 STEC/
EHEC isolates, and expressed as percentages of the total number of strains according to the strain origin (A) 
and seropathotype (B).
Un
co
rre
cte
d p
ro
of
www.nature.com/scientificreports/
3Scientific RepoRts | 7:44655 | DOI: 10.1038/srep44655
p < 0.001). When the strains were categorized according to seropathotype (Fig. 1B), the prevalence of lpfOI-141 and 
lpfOI-154 was significantly higher (p < 0.001) and reached 100% in the seropathotype A (which includes the most 
virulent strains linked with severe disease and outbreaks), compared to other seropathotypes. By contrast, the 
prevalence of lpfOI-113 was significantly higher (p < 0.001) in seropathotypes C to E (no link with disease) than in 
seropathotypes A and B. All the strains belonging to seropathotype A harbored both lpfOI-141 and lpfOI-154 operons, 
but not the lpfOI-113 genes (Fig. 1B). Overall, a strong association was observed between STEC strains harboring 
both lpfOI-141 and lpfOI-154, and belonging to seropathotype A, including O157:H7 strains known to be involved in 
the majority of human cases.
lpf operon expression is induced in vitro in the stomach and small intestine but not in the large 
intestinal compartment. Survival kinetics of E. coli O157:H7 strain EDL933 were investigated in TIM 
(TNO GastroIntestinal Model) and ARCOL (Artificial COLon) models (Fig. 2A–C). The TIM model simulates 
the stomach, and the three segments of the small intestine and the ARCOL system mimics the large intestine 
environment. In these in vitro models, results were expressed as percentages of initial intake and cross-compared 
to those obtained with a theoretical transit marker giving a 100% survival rate for bacteria. Bacterial counts below 
that of the transit marker will reflect cell mortality, while counts above the transit marker will be an indicator of 
bacterial growth. During gastric transit, no significant difference was observed between the curve obtained for 
bacteria and that of the transit marker, indicating that the viability of EDL933 was not modified by gastric con-
ditions (Fig. 2A). Meanwhile, in the ileal compartment (Fig. 2B), a significant (p < 0.001) bacterial mortality was 
observed between 120 and 180 min. At 180 min, bacterial recovery percentages were 4.3 ± 2.4% (n = 3) compared 
to 25.2% for the transit marker. The trend reversed at the end of digestion in the ileal compartment (300 min) 
when the curve for bacteria exceeded that of the transit marker, indicating a bacterial growth with a survival 
percentage of 21.1 ± 17.4% (n = 4) for EDL933 compared to 4.0% for the transit marker. In ARCOL (Fig. 2C), 
even if a bacterial growth was observed 1 h post-administration (126.1 ± 29.4% for bacteria versus 97.1% for the 
marker, p < 0.001), from 6 h to the end of the experiment, we observed that EDL933 was eliminated from the 
colonic medium at a rate more rapid than that of the theoretical transit marker. These results indicate an absence 
of colonization in the bioreactor.
The lpfAOI-141 and lpfAOI-154 expression levels were then measured in the in vitro models (Fig. 2D–F). In 
the gastric effluents from the TIM system, lpfAOI-141 and lpfAOI-154 were over-expressed whatever the sampling 
time (Fig. 2D): the highest expression levels were observed at 0–10 min, with fold increases of 13.3 ± 4.7% and 
19.7 ± 4.7% (n = 3, p < 0.001) for lpfAOI-141 and lpfAOI-154 respectively, compared to the initial time point. In the 
ileal effluents, a similar trend was observed from 60 to 300 min, with up to 6.4 and 16.4 fold induction of lpfAOI-141 
and of lpfAOI-154 respectively (p < 0.05) (Fig. 2E). In contrast, lpf expression was not significantly induced in the 
colonic medium whatever the sampling time assayed (Fig. 2F).
To better understand the parameters of human digestion controlling lpf genes expression, we further assessed 
the effect of bile salts on lpfAOI-141 and lpfAOI-154 mRNA levels when E. coli O157:H7 strain EDL933 was grown 
until exponential or stationary phases in Luria Bertani (LB) or cell culture medium (DMEM) (Fig. 2G). In the 
exponential phase, lpfAOI-154 expression levels were significantly higher (p < 0.01) in DMEM compared to LB 
medium. Also, bile salts induced an increase in lpfAOI-141 and lpfAOI-154 expression when bacteria were either in 
exponential or stationary growth phases. The highest expression levels were observed with lpfAOI-154 when grown 
to exponential phase, in both LB and DMEM media, with up to 9 fold increase (p < 0.05).
Type I pili are not expressed in EHEC O157:H7 EDL933. E. coli bacteria were previously reported 
to interact with Peyer’s patches via type I pili31. Since Shaikh et al.32 showed that a deletion in the fim operon 
results in the absence of type I pili expression in most O157:H7 strains, we next investigated the type I pili gen-
otype in EHEC O157:H7 strain EDL933 using the PCR strategy previously described (Supplemental Methods; 
Fig. 3A). Primers C and B produced a 936 pb amplicon with O157:H7 strain EDL933, whereas no amplification 
was observed with primers A and B, indicating a deletion in the fim operon in this strain (Fig. 3B). By contrast, 
this deletion is absent in the control AIEC strain LF82. Western blot analysis using polyclonal anti-αF1 antibody 
(Fig. 3C) and electron microscopic visualization of negatively stained bacteria (Fig. 3D) confirmed the absence 
of type I pili on the surface of O157:H7 strain EDL933, while AIEC strain LF82 harbored those pili. Finally, since 
type I pili expression can be appreciated by yeast agglutination (Supplemental Methods), we also investigated the 
capacity to agglutinate of EDL933 and LF82 with yeast. While visible agglutinates were observed with the positive 
control (LF82 strain) until 1/10 dilution, EDL933 did not agglutinate (Fig. 3E).
Deletion of lpf genes does not alter bacterial growth, mobility nor cytotoxicity. To investigate 
the involvement of Lpf in the ability of EHEC O157:H7 strain EDL933 to target Peyer’s patches, ΔlpfAOI-141, 
ΔlpfAOI-154, ΔlpfAOI-141-ΔlpfAOI-154 isogenic mutants and mutants trans-complemented with their respective lpf 
genes were generated. We also used an O6:H10 strain (NV110) naturally deficient in lpf genes as previously 
reported by Pradel et al.33. O6:H10 strains are widely found in cattle but have never been involved in human 
infections33,34. The growth rate and the motility of wild-type strain EDL933, the lpf isogenic mutants and the 
trans-complemented strains do not markedly differ (Supplemental Fig. 2A,B), indicating that lpf genes are not 
essential for bacterial growth and motility. Electron microscopic observation confirmed that deletion of lpf genes 
does not alter their motility, or flagella expression (Supplemental Fig. 2C). Also, lpf deletion does not alter Stx 
production (Supplemental Fig. 2D) since Stx titers were similar for the wild-type EDL933 strain (cytotoxic titer 
1/256 equivalent to 8.2 ± 1.8 ng/ml).
Deletion of lpf genes does not modify EHEC adhesion to Caco-2 immortalized epithelial 
cells. Since Lpf were previously described to interact with intestinal epithelial cells, adhesion capacity of 
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Figure 2. lpf genes are expressed in the human simulated gastric and small intestine environment but not in 
the colon. EHEC O157:H7 strain EDL933 survival and lpf gene expression were assessed in the artificial stomach 
(A and D), ileum (B and E) and colon (C and F), after administration of 107 UFC/mL of EHEC O157:H7 strain 
EDL933. (A,B and C) The bacterial population was estimated by regular plating on LB medium or by qPCR on 
stx1 gene, in the TNO GastroIntestinal model (TIM) model (stomach, ileum) and Artificial COLon (ARCOL) 
model (large intestine), respectively. The profiles obtained for EDL933 were compared to that of theoretical 
transit markers (black line). Results are expressed as percentages of initial intake ± standard deviations (n = 3). 
Results obtained for EDL933 significantly different from that of the transit marker at p < 0.05 (*), p < 0.01 
(**) and p < 0.001 (***). (D,E and F) Total RNAs were extracted from the gastric and ileal effluents of the TIM 
model and from the colonic medium in ARCOL and lpfAOI-141 and lpfAOI-154 expression was analyzed by RTq-
PCR. The black dotted line indicates pH in the different digestive compartments. The 16S rRNA gene was used 
as an internal standard to normalize the data. Results are expressed as means of fold-induction (calculated 
using the Ct method with t0 as reference) ±standard deviations (n = 3). Time points statistically different from 
t0 at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and p < 0.001 (***). (G) Influence of growth phase and bile salts (2%) on the 
expression of lpfAOI-141 and lpfAOI-154 was investigated in LB and DMEM media. Total RNAs were extracted after 
3 h (exponential phase) or overnight (stationary phase) from a culture of EHEC O157:H7 strain EDL933 and 
lpfAOI-141 and lpfAOI-154 expression was analyzed by RTq-PCR. Results are expressed as means of fold-induction 
(calculated using the Ct method with t0 as reference) ±standard deviations (n = 3). Statistically different from 
results obtained in LB medium without bile salts during the exponential phase at p < 0.05 (*) or p < 0.01 (**).
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EDL933 wild-type strain, isogenic mutants and trans-complemented strains was investigated using the Caco-2 
human colonic carcinoma cell line (Supplemental Fig. 2E). Bacterial strains were cultivated in conditions enhanc-
ing lpf expression (i.e. exponential phase, in the presence of bile salts). In the conditions tested, all EHEC strains 
adhered to Caco-2 cells at a very low level compared to AIEC strain LF82 (<5% versus 22.2 ± 7.3%) (p < 0.001). 
No significant difference was observed between the wild-type EDL933 strain (0.6 ± 0.2%), the ΔlpfAOI-141/
ΔlpfAOI-154 isogenic mutant (0.9 ± 0.7%) or the trans-complemented strain (1.3 ± 1.6%), indicating that Lpf are 
not involved in EHEC adhesion to Caco-2 epithelial cells in vitro.
Lpf are required for an active translocation of EHEC across human M cells monolayer in vitro. 
Using polarized enterocyte-like Caco-2 cl1 cells that acquire M cell-like characteristics when co-cultured with 
the Raji B cell line, the interactions of EHEC with M cells were investigated and compared to Caco-2 cl1 mon-
ocultures. Whereas high levels of translocation were observed across M cell monolayers for EDL933, only a few 
bacteria translocated across Caco-2 cl1 monolayers after 6 h of infection (Fig. 4A and B). The translocation of 
EHEC bacteria across Caco-2 cl1 or M cells was not the result of a loss of the monolayer integrity since TEER 
stayed constant during the 6 h of infection (data not shown). At 4 and 6 h postinfection, a significant (p < 0.001) 
Figure 3. Absence of type I pili expression in EHEC O157:H7 strain EDL933. (A) Schematic representation 
of the PCR strategy described by Shaikh et al.32 to show the deletion (Δ16 bp) in the Fim region in E. coli 
O157:H7 strains. Primers A (bolded nucleotides) and B (underlined nucleotides) produce an amplicon in 
an intact configuration. Primers C (italicized nucleotides in box) and B produce an amplicon in a deleted 
configuration. (B) Ethidium bromide staining showing detection in the Fim region of EHEC O157:H7 strain 
EDL933 and AIEC strain LF82 (positive control). (C) Western blot analysis of type I pili in EHEC O157:H7 
strain EDL933 and AIEC strain LF82 using the anti-αF1 antibody. The predicted size of FimA is 18.2 kDa 
(indicated by arrow). (D) Transmission electron micrographs of negatively stained EHEC O157:H7 strain 
EDL933 and AIEC strain LF82 strains taken at ×15,000 magnification (scale bar = 5 μm). Type I pili and flagella 
are indicated by arrows. (E) Results of yeast agglutination assays with EHEC O157:H7 strain EDL933 and AIEC 
strain LF82. Dilution rates of bacterial suspension are indicated on the corresponding wells. Negative control 
without bacteria (−).
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Figure 4. Lpf are needed for active translocation of EHEC strain EDL933 across M cell monolayers and  
in vivo interactions with murine Peyer’s patches. Caco-2 cl1 and M cells were infected with 107 EHEC bacteria 
(wild-type EHEC O157:H7 strain EDL933, lpf isogenic mutants, trans-complemented strains and O6:H10 
strain NV110) per TranswellTM. The number of translocated bacteria across Caco-2 cl1 (A) and M cells (B) was 
determined at 2, 4 and 6 h post-infection by plating on selective agar plates. Results are expressed as mean  
CFU/ml ± standard deviation (n = 3). Translocation through Caco-2 cl1 or M cells significantly different 
between wild-type strain EDL933 and isogenic mutants or O6:H10 NV110 at p < 0.001 (α). Translocation 
through Caco-2 cl1 or M cells significantly different between isogenic mutants and trans-complemented 
strains at p < 0.001 (β). (C and D) Mice ileal loops (n = 10) were inoculated with a mixed inoculum containing 
equivalent number (5∙108 CFU/ml) of EHEC O157:H7 strain EDL933 wild-type strain and either lpf isogenic 
mutants, trans-complemented mutants or the O6:H10 strain NV110. Bacterial interactions with ileal mucosa 
(C) or Peyer’s patches (D) were determined by competitive index (CI) analysis relative to the O157:H7 wild-type 
strain. Significant differences between CI obtained with isogenic mutants and the trans-complemented strains 
at p < 0.05 (*), p < 0.001 (**) or p < 0.001 (***). CI of O6:H10 significantly different from 1 at p < 0.001 (**). 
(E) Macroscopic view of hemorrhagic (left) or non-hemorrhagic (right) Peyer’s patches. (F) The percentages of 
hemorrhagic Peyer’s patches were determined in mice ileal loops infected with wild-type EHEC strain EDL933 
(N = 32) or ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 isogenic mutant (N = 26). Percentages obtained with ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 
mutant significantly different from that of wild-type strain at p < 0.001 (***).
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decrease in the amount of translocated bacteria across M-like cells was observed for ΔlpfAOI-141, ΔlpfAOI-154, and 
ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 mutants compared to the wild-type strain (Fig. 4B). Trans-complementation of lpfAOI-141 
and/or lpfAOI-154 genes restored the ability of mutant strains to translocate specifically across M cells (Fig. 4B). 
Interestingly, after a 6 h infection EHEC O6:H10, which is naturally deficient in lpf genes, also translocated at 
levels drastically lower (p < 0.001) compared to those of the wild-type O157:H7 strain. Altogether, these results 
indicate that Lpf play a key role in targeting M cells.
Lpf are needed for EHEC interactions with murine Peyer’s patches in vivo. The interaction 
between lpf isogenic mutants and murine Peyer’s patches was analyzed in vivo in a competitive assay in ileal loop 
where a mixed inoculum comprising equivalent numbers of two bacterial strains (wild-type strains and either lpf 
isogenic mutants, trans-complemented strains or a strain naturally deficient in lpf genes) is inoculated into ligated 
ileal loop. At 5 h post infection, the numbers of mucosa-interacting bacteria were counted to define competitive 
indices (CI) relative to the O157:H7 wild-type strain. CI close to 1 indicated a similar level of interactions with 
intestinal tissue (ileal mucosa or Peyer’s patches) between the two strains tested. In ileal mucosa, CIs close to 1 
were observed when wild-type EDL933 was co-inoculated with ΔlpfAOI-141 (0.8 ± 0.8), ΔlpfAOI-154 (0.9 ± 0.7) 
or ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 (0.8 ± 0.1) isogenic mutants (Fig. 4C) indicating that lpf genes have no influence on 
the interactions of EHEC EDL933 with ileal mucosa. By contrast, significant decreases in CI were observed in 
Peyer’s patches when ΔlpfAOI-141 (0.4 ± 0.2), ΔlpfAOI-154 (0.6 ± 0.2) and ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 (0.7 ± 0.4) isogenic 
mutants were co-inoculated with wild-type strain (Fig. 4D), indicating that deletion of lpf genes significantly 
reduced the ability of O157:H7 EDL933 to interact with Peyer’s patches. Trans-complementation of lpf mutants 
restored their ability to interact with Peyer’s patches, at a level similar to that of the wild-type strain for ΔlpfAOI-154 
(0.9 ± 0.3) or even higher for ΔlpfAOI-141 (1.5 ± 0.5) and ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 (2.6 ± 1.3). These results were con-
firmed with an O6:H10 strain (lacking lpf genes) which showed a CI of 0.4 ± 0.1, close to that of lpf mutants. Our 
data indicate that Lpf are required for EHEC interactions with Peye ’s patches. Bloodshot Peyer’s patches were 
macroscopically observed following infection with wild-type EDL933 strain or ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 mutants 
(Fig. 4E). A significant (p < 0.001) decrease in the number of hemorrhagic Peyer’s patches was observed with the 
double mutant compared to the wild-type strain (31 versus 66%; Fig. 4F).
Discussion
Food-borne infections caused by EHEC bacteria have emerged as an important public health concern worldwide. 
EHEC survival and virulence in the human digestive tract, as well as interactions with the intestinal epithelium, 
are key features in bacterial pathogenesis but remain largely unknown. It is well documented that several patho-
genic microorganisms use M-cells and Peyer’s patches to invade the host intestinal mucosa31.
Up to date, few studies have investigated the behavior of EHEC strains in human simulated GI conditions. 
Studies available have been carried out in oversimplified in vitro systems5–7 integrating only a limited number 
of digestive parameters (such as gastric acidic pH or bile salts), far from in vivo complexity. Using the dynamic 
TIM model that reproduces human GI digestive process, we demonstrated that EDL933 survival was not affected 
by human-simulated gastric conditions when administered with water. EHEC are considered as acid resistant 
bacteria, but large variations in survival rates have been shown for E. coli O157:H7 in acidified culture media35 
or in simulated gastric fluid (SGF)36–38. This heterogeneity may be explained by differences in culture conditions, 
bacterial strains and pH values used to simulate the gastric phase. Regarding the ileal compartment, we observed 
a loss of viability after a 2-h period of digestion, whereas a bacterial growth occurred in the late phase (i.e. after 
240 min). Similar results have been previously obtained when EHEC bacteria were inoculated within food matri-
ces in the TIM model15,39,40. Bacterial growth at the end of digestion could be attributed to lower concentrations 
of bile salts due to their passive reabsorption. Finally, in the simulated colonic conditions, EDL933 was not able 
to colonize, probably through the barrier effect of gut microbiota, as previously shown by Duncan et al.41 and by 
recent studies from the laboratory42,43. Altogether, our results suggest a potential ability of EHEC to colonize the 
human gut through a mechanism involving an important growth of the pathogen in the distal parts of the small 
intestine. Bacterial survival in the stomach, followed by growth in the distal compartments of the small intestine 
might account for the very low infectious dose reported for EHEC1.
EHEC strains must not only survive in the human GI tract but also orchestrate a complex machinery includ-
ing expression of virulence determinants in response to localized gut microenvironments. Stx is known to be 
the main virulence trait of EHEC responsible for systemic complications, but the pathogen produces also a large 
number of proteins, which contribute to its establishment, persistence and tissue tropism. Colonization factors 
such as Long polar fimbriae (Lpf) are found to be involved in the key steps of EHEC pathogenesis, such as adhe-
sion, translocation or inflammation44,45. Genome analysis of EHEC O157:H7 reference strain EDL933 revealed 
the presence of two lpf operons, lpfAOI-141 and lpfAOI-154, also named lpf1 and lpf221. A third operon, lpfAOI-113 
has been identified in O113:H21 EHEC strains, commonly associated with sporadic cases of infection26. We 
investigated by PCR the prevalence of lpfAOI-141, lpfAOI-154 and lpfAOI-113 among a wide range of strains (n = 236) 
isolated from bovine feces, food and human. We showed that lpfAOI-141 and lpfAOI-154 were more prevalent in 
strains isolated from HUS patients, whereas lpfAOI-113 was mainly associated with strains isolated from bovine 
feces. Our results are in accordance with those of others19–21 who reported that lpfAOI-141 and lpfAOI-154 were more 
prevalent in human samples and that the lpf gene was significantly associated with HUS. Herein, the analysis of 
the 236 strains (classified into the five seropathotypes according to association with severe diseases) revealed 
a positive correlation between the presence of lpfAOI-141 and lpfAOI-154 and seropathotype A (involved in severe 
human cases)46, while lpfAOI-113 was significantly associated with seropathotypes C to E (no link with disease). 
These data, in accordance with studies conducted by others47,48, strengthen the role for lpfAOI-141 and lpfAOI-154 in 
human infection.
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To date, regulation of EHEC lpf genes in the human digestive environment was only investigated in simplistic 
in vitro approaches. In our complete and sophisticated in vitro GI and gut models, lpfAOI-141 and lpfAOI-154 were 
highly expressed in the gastric and small intestinal environment, but not in the colon (Fig. 5). Here, we showed 
that in the gastric effluents, lpfAOI-141 and lpfAOI-154 were over-expressed at the beginning of digestion (from t0 to 
10 min) when the pH was between 6 and 3. In the ileal effluents (pH 7.2), both lpf genes were expressed through-
out digestion, being highly expressed at the end of the experiment simultaneously with bacterial growth. These 
results, obtained in dynamic models closely mimicking human digestion, confirm that the exponential growth 
phase, body temperature (37 °C) and pH close to the neutrality (pH 6.5) favor lpf expression49. To further inves-
tigate the parameters influencing lpf expression in the human GI tract, we appreciated the effect of bile salts in 
batch cultures. As previously observed by others50,51, we demonstrated that lpf mRNA levels exhibited a significant 
increase when bile salts were added in the media. Upregulation by bile salts could explain the significant increase 
of lpf mRNA levels in the distal small intestine (and not in the colon), associated with higher concentrations of 
bile salts in the ileum. In batch cultures, we demonstrated that lpfAOI-154 mRNA levels are significantly higher 
compared to lpfAOI-141 in the presence of bile salts. This corroborates the results obtained in ligated pig intes-
tine, where bile salts increased lpf2 but not lpf1 expression50. In other pathogenic E. coli bacteria such as AIEC, 
bile salts have already been described as an activator of lpf transcription in a mechanism related to a transcrip-
tional regulator, FhlA, only present in enteric bacteria51. In E. coli O157:H7, it has been shown that lpf operon 
expression is tightly controlled by global regulators such as histone-like nucleoid-structuring protein (H-NS) and 
Figure 5. Proposed role of Lpf in EHEC pathogenicity. The figure summarizes the main results obtained 
from this study. The survival rate of EHEC is shown in red. In the gastric compartment EHEC can survive; 
while in the small intestinal compartments, mortality is followed by a bacterial growth at the end of digestion, 
in the large intestine, the pathogenic bacteria are not able to maintain and are progressively eliminated. The 
lpfAOI-141 and lpfAOI-154 gene expression profiles, analyzed throughout the simulated human digestive tract, are 
shown in blue and green respectively. lpf expression is increased during bacterial transit through the gastric 
and small intestine, mainly in the terminal ileum. Gastric pH and bile salts concentration in small intestine 
are hypothesized to be the factors inducing lpf expression. The absence of Lpf impairs EHEC ability to interact 
with ileal Peyer’s patches. Our results suggest that EHEC might colonize the terminal ileum at the early stages 
of infection in humans, and that Lpf are involved in the interactions of EHEC with ileal Peyer’s patches and are 
needed for an active translocation of the pathogen across M cells.
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LEE-encoded regulators52,53, emphasizing the complexity of lpf genes regulation. Our data suggest that the ileum 
could be an important site for expression of EHEC adhesins such as Lpf, which genes can be induced even without 
direct contact with the host cells. This also indicates that EHEC might colonize this segment of the gut at the early 
stages of infection in humans.
Once EHEC bacteria have crossed the gastric and small intestinal barriers, they intimately interact with the 
host epithelium. We assessed the role of lpfAOI-141 and lpfAOI-154 in EHEC adhesion to intestinal cells in culture. 
In the conditions tested, O157:H7 EDL933 only slightly adhered to Caco-2 cells (<5% of bacterial inoculum) 
through a mechanism independent of lpf expression. With regard to the role of Lpf in bacterial adhesion, con-
flicting results are reported. Deletion of lpfAOI-141 and/or lpfAOI-154 genes led to a decrease in adhesion to epithelial 
cells21–23,27,54,55, but this effect was observed in vitro only at early time points (at 3 h but not at 5 or 6 h), suggesting 
a role of lpf in the early stage of adhesion21,22. In vivo in several animal models (rabbit, lamb, sheep, and pig), 
lpfAOI-141 and lpfAOI-154 mutants were recovered at significantly lower levels in the feces compared to the wild-type 
strain, showing a role of Lpf in EHEC O157:H7 colonization49,56,57. However, lpf2 did not influence the ability of 
EHEC O157:H7 strain 86–24 to adhere to intestinal explants obtained from lambs49. In addition, studies from 
other laboratories working on enteric pathogens such as Citrobacter rodentium (natural mouse pathogen used as 
a model for studying EHEC virulence), AIEC or Salmonella have shown that Lpf are not involved in the adhesion 
to various epithelial cells18,58,59.
Apart from adhesion to epithelial cells, EHEC can also interact with Peyer’s patches in the host epithe-
lium. Using IVOC of human intestinal tissue, EHEC demonstrated a particular tropism for the FAE of the dis-
tal ileal Peyer’s patches rich in M cells11,55. In addition to EHEC, fourteen different species of pathogenic and 
non-pathogenic bacteria selectively adhere to and exploit the M cell transport mechanism to infect mucosal 
tissues and/or spread systemically60,61. The mechanisms of interactions with M-cells involve invasin and interna-
lin B, respectively in Yersinia pseudotuberculosis62 and Listeria monocytogenes63. Recently, E. coli were reported to 
interact with Peyer’s patches via the recognition by type I pili of glycoprotein 2 (GP2), which is specifically local-
ized on apical plasma membrane of M cells64. Previous studies have shown that type I fimbriae are not expressed 
in strains of E. coli serotype O157 : H7 because of a 16 bp deletion in the fimA regulatory region32,65. Such deletion 
was confirmed in the present study and lead us to speculate that adhesins other than type I pili are involved in 
EHEC tropism to M cells.
Here, we have shown by using complementary in vitro human M cell model and in vivo mice ileal loops, that 
lpfAOI-141 and lpfAOI-154 mediate EHEC interactions with Peyer’s patches, leading to a significant reduction in the 
number of hemorrhagic Peyer’s patches with lpf mutants compared to the wild-type strain. The role of EHEC Lpf 
in targeting Peyer’s patches was further supported by the results obtained with the O6:H10 NV110 strain, which 
constitutively lacks lpf genes. The capacity of O6:H10 to interact with specialized M cells was significantly reduced 
compared to O157:H7 strain EDL933, whereas similar adhesion levels to intestinal epithelial cells were found 
for both strains. Lpf have also been identified as a key factor for Salmonella Typhimurium and AIEC in targeting 
Peyer’s patches18,66. We found that the trans-complementation of the double mutant led to a significant increase 
in EDL933 interactions with Peyer’s patches compared to the wild-type strain. This could be linked to an overex-
pression of lpf genes or to a deregulation of other factors. Lloyd et al.57 observed that the lpf1 lpf2 double mutant 
strain of O157:H7 86–24 showed an increased adhesion to Caco-2 cells compared to the parent strain, which 
resulted from an over-expression of curli on the bacterial surface. Although we did not observe such phenotype at 
the bacterial surface, this suggests that the regulatory pathways governing the expression of lpf and other fimbriae 
are inter-related. Advances have to be made in establishing the host binding partner for Lpf. Previous studies 
demonstrated in vitro that Lpf are involved in the binding of EHEC to extracellular matrix proteins, increasing the 
number of adherent EHEC bacteria to cultured intestinal cells23,67. Such interactions might enhance colonization 
at sites where the mucosal barrier is injured by Shiga-toxins. Our results suggest that a specific receptor for Lpf 
may be expressed at the surface of Peyer’s patches and M cells. These specific receptors have not been identified to 
date. Such investigations are hampered by the failure to visualize Lpf fimbrial structures and the lack of antibodies 
specific to Lpf. Our results (summarized in Fig. 5) demonstrate an important role of Lpf in EHEC pathogenicity 
and strengthen the hypothesis that, in the initial stages of colonization, EHEC preferentially infect the ileal region 
and subsequently colonize the large intestinal mucosa. We also demonstrated that Lpf are needed to target M cells 
in small intestinal Peyer’s patches. A better understanding of Lpf-related events in the human gut, as provided 
in the present study, will be helpful for the development of early intervention strategy against EHEC infections.
Material and Methods
Bacterial strains, plasmids and culture conditions. Bacterial strains and plasmids used in this study 
are listed in Table 1. A collection of 236 STEC strains (for which the serotype and seropathotypes were previously 
described26,27) was tested for the presence of lpf genes. Bacteria were grown overnight at 37 °C without shaking in 
LB broth, or DMEM medium (PAA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Lonza). When required, 
appropriate antibiotics were added to the media at the following final concentrations: kanamycin (PAA) 50 μg/ml, 
ampicillin (PAA) 50 μg/ml and chloramphenicol (PAA) 25 μg/ml. L-Arabinose (Sigma-Aldrich) was used at a 
final concentration of 10 mM with trans-complemented mutants to promote induction of lpf genes cloned into 
the pBAD24 and pBAD33 vectors.
Prevalence of genes encoding lpfOI-141, lpfOI-154 and lpfOI-113 in STEC strains. All STEC isolates 
were analyzed for the presence of genes encoding for LpfOI-141, LpfOI-154 and LpfOI-113. The corresponding lpfOI-141, 
lpfOI-154 and lpfOI-113 genes were amplified by PCR using the primers listed in Supplemental Table 1.
survival and expression of lpf genes under human simulated digestive conditions. Batch cul-
tures with bile salts. EHEC O157:H7 EDL933 was grown without shaking at 37 °C in LB or DMEM medium 
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(PAA), supplemented or not with 2% bile salts (50% cholic acid sodium salt and 50% deoxycholic acid sodium 
salt; Sigma) until exponential (3 h) or stationary growth phase. Samples were collected to determine lpf expres-
sion. Three independent experiments were performed.
TIM Gastric and Small Intestinal System. Human upper digestive tract conditions were reproduced by the 
dynamic TNO GastroIntestinal model (TIM, TNO) in which four serial compartments simulate the stomach 
and the three segments of the small intestine, i.e. duodenum, jejunum, and ileum68. The main parameters of 
human digestion, are reproduced as accurately as possible, based upon in vivo data (Supplemental Table 2). TIM 
was programmed to reproduce the GI conditions of a healthy adult after intake of a glass of water (Supplemental 
Table 2). Mineral water (200 ml) was experimentally inoculated with EHEC O157:H7 strain EDL933 
(107 CFU/ml). Two types of in vitro digestions were performed: gastric digestions where only the gastric com-
partment was set-up (total duration of 60 min) and GI digestions using the entire TIM model (total duration 
of 300 min). Samples were taken in the initial bacterial suspension (t0) and regularly collected in the different 
compartments during GI digestions to determine EHEC survival. Gastric and ileal effluents were kept on ice and 
pooled on 0–10, 10–20, 20–40 and 40–60 min for gastric digestion and hour-by-hour for GI digestion. Samples 
were taken in each fraction and stored at −80 °C until RNA extraction for the determination of lpf expression. 
Four independent experiments were performed.
ARCOL large intestinal model. Human colonic conditions were simulated in the ARtificial COLon (ARCOL). 
ARCOL is a one-stage fermentation system used under semi-continuous conditions (Applikon). The ARCOL 
model was set-up to mimic the average conditions found in the colon of a healthy human adult (Supplemental 
Table 2). The bioreactor was inoculated with fresh feces collected from a healthy individual with no history of 
antibiotic treatment 3 months before the study. EHEC O157:H7 strain EDL933 was inoculated in the bioreactor 
after a 4-day stabilization period (107 CFU/ml). Fermentations were carried out in triplicate using fresh feces col-
lected from three adult volunteers. Samples were regularly collected from the colonic medium to determine the 
survival kinetic of the pathogen and lpf expression.
EHEC survival. EDL933 survival in the TIM (gastric and ileal compartments) and in the ARCOL models 
was determined by direct plating onto LB agar and qPCR analysis using stx1 specific primers (Supplemental 
Table 1)42. Results were expressed as percentages of initial intake and cross-compared to those obtained with 
a theoretical non-absorbable transit marker, blue dextran, giving a 100% survival rate for bacteria. The con-
centrations of blue dextran used as a transit marker in the TIM system were determined colorimetrically using 
Strains or plasmids Relevant characteristic (s) stx genotype Source or reference
Strains
 O157:H7 Enterohemorragic E. coli O157:H7 reference strain EDL933 stx1 + stx2+ ATCC 43895
 O157:H7-ΔlpfAOI-141
EDL933 isogenic mutant with lpfAOI-141 gene 
deleted, KmR stx1 + stx2+ Mutant generated in this study
 O157:H7-ΔlpfAOI-154
EDL933 isogenic mutant with lpfAOI-154 gene 
deleted, KmR stx1 + stx2+ Mutant generated in this study
 O157:H7-ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154
EDL933 isogenic mutant with lpfAOI-141 and 
lpfAOI-154 genes deleted, KmR
stx1 + stx2+ Mutant generated in this study
 O157:H7-Δstx2 EDL933 isogenic mutant with stx2 gene deleted, KmR stx1 + stx2− 81
 O157:H7-ΔfliC EDL933 isogenic mutant with flagellar gene fliC deleted, KmR stx1 + stx2+ 81
 O6:H10 Enterohemorragic E. coli O6:H10 strain NV206, naturally lacking lpf genes stx1 − stx2+ 81
 STEC collection 236 STEC strains isolated from cattle, food and patients NA 81
 K-12 C600 Non pathogenic E. coli NA Laboratory
Plasmids
 pKOBEG pBAD cloning vector harboring λ phage redγβα operon, CmR NA 71
 pBAD24 Cloning vector with arabinose inducible promoter, AmpR NA 71
 pBAD33 Cloning vector with arabinose inducible promoter, CmR NA 71
 pBAD24-lpfAOI-141
pBAD24 harboring the 537-bp NcoI-PstI 
fragment containing the entire lpfAOI-141 gene
NA Plasmid generated in this study
 pBAD33-lpfAOI-154
pBAD33 harboring the 603-bp HindIII-XbaI 
fragment containing the entire lpfAOI-154 gene
NA Plasmid generated in this study
Table 1.  Bacterial strains and plasmids. NA, not applicable; lpfAOI-141, long polar fimbrae, subunit A from O 
island 141; lpfAOI-154, long polar fimbrae, subunit A from O island 154; stx1, Shiga-toxin 1; stx2, Shiga-toxin 2;  
Rantibiotic resistant mutant; Km, kanamycin; Amp, ampicillin; Cm, chloramphenicol.
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a spectrophotometer(DU®640 B Spectrophotometer, Beckman Coulter, Ville-pinte, France) at λ = 595 nm. In 
the ARCOL model, survival rates were assessed by comparing the profiles obtained for bacteria with that of a 
mathematical theoretical marker that simulates the behavior of an inert (i.e., non-degraded and non-absorbed) 
compound. Its removal from the bioreactor was described by the formula : Ct = C0 × e(−t/τ), where Ct is the con-
centration of the marker at time t, C0 its initial concentration, t the time of fermentation, and τ the residence 
time69. Bacterial counts below that of the transit marker reflect cell mortality, while counts above the transit 
marker are indicative of bacterial growth.
Expression of lpf genes. Total RNA was extracted from batch cultures and digestive samples (gastric and ileal 
effluents and colonic medium) using TRIzol® reagent method adapted from Toledo-Arana et al.70. RNAs were 
reversely transcribed using the First-Strand cDNA synthesis kit (Takara) and qRT-PCR was performed using 
SYBR Green qPCR Master Mix (Roche) on a Biorad qPCR system with specific primers listed in Supplemental 
Table 1. Enterobacteriaceae 16 S was used as internal control for quantification of mRNA expression. Fold induc-
tion was calculated using Ct method as follows:
ΔΔ = − − −( ) ( )Ct Ct Ct Ct Cttarget gene housekeeping gene treatment target gene housekeeping gene non treatment
and the final data were derived from 2−ΔΔCt.
Characterization of type I pili expression in EHEC O157:H7 EDL933. Preparation of fimbrial crude 
extracts. EHEC O157:H7 EDL933 and AIEC LF82 (as a positive control) were grown for 3 h in DMEM (PAA) 
with 2% of bile salts. Detailed step-by-step protocols for pili extraction and immunoblotting analysis can be found 
in the Supplemental Methods.
Transmission electron microscopy. Type I pili and bacterial integrity of lpf mutants were visualized by trans-
mission electron microscopy (TEM). EHEC O157:H7 strain EDL933 and AIEC strain LF82 (as a positive con-
trol) were grown overnight in LB broth at 37 °C without shaking. A drop of the culture was placed for 2 min on 
carbon-Formvar copper grids (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, England) and negatively stained dur-
ing 30 s with acid phosphotungstic pH 6.0. Grids were examined with Hitachi H-7650 transmission electron 
microscope.
Construction and characterization of lpf mutants. Construction of isogenic mutants and transcomple-
mentationh. Isogenic mutants of strain EDL933 deleted of lpfAOI-141 (lpfA from O island 141) and/or lpfAOI-154 
(lpfA from O island 154) were generated using the PCR method described by Datsenko and Wanners71 and mod-
ified by Chaveroche et al.72 (see details in Supplemental Methods).
Bacterial growth kinetics and motility assay. Bacterial strains (wild-type EDL933, lpf isogenic mutants, 
trans-complemented strains, and O6:H10 strain NV110, naturally deficient in Lpf33,34) were grown overnight 
at 37 °C without shaking on LB broth. Bacterial growth was monitored for 12 h. For mobility assays, 0.5 μl of the 
overnight cultures we e inoculated in the middle of 0.3% LB agar plates. After incubation (24 h, 37 °C), motil-
ity was assessed qualitatively by examining the circular swim formed by the growing motile bacterial cells. The 
EDL933-ΔfliC isogenic mutant was used as a negative control.
Shiga toxin production. To quantify Stx production, bacterial supernatant of an overnight culture in LB broth 
were tested for cytotoxicity in the Vero cell assay, as previously described15,34 (see details in Supplemental 
Methods).
Role of Lpf in the interactions of EHEC strains with the intestinal epithelium. Adhesion 
assays. The human colorectal adenocarcinoma cell-line Caco-2 (ATCC HTB37) was grown at 37 °C under 5% 
CO2 in complete DMEM (PAA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Lonza), 
4 mM L-glutamine (PAA), 100 U/ml penicillin (PAA) and 100 mg/ml streptomycin (PAA). All bacterial strains 
(wild-type EDL933, lpf isogenic mutants, trans-complemented mutants and O6:H10 strain NV110) were incu-
bated for 3 h at 37 °C in DMEM (PAA) in the presence of 2% bile salt before cell infection. E. coli K12-C600 
and AIEC LF82 were used as negative and positive controls, respectively. Each experiment was performed as 
described previously30. Briefly, after three washes with PBS, Caco-2 cells were infected with bacteria grown for 3 h 
at 37 °C at a multiplicity of infection (MOI) of 100. After 3 h, non-adherent bacteria were removed from the cells 
by three washes with PBS. To quantify the number of bacteria adherent to epithelial cells, the cells were scraped 
with 1% triton X-100 (Sigma) in PBS, and serial 10 fold dilutions were plated overnight at 37 °C onto LB agar 
plates.
Translocation across M cell monolayers. The in vitro M cell co-culture model was first developed by Kerneis 
et al.73 and later adapted by Gullberg et al.74. The human colorectal adenocarcinoma cell-line Caco-2 cl174 was 
grown as previously described for the adhesion assays. The human Burkitt’s lymphoma cell-line Raji B (ECACC 
85011429) was grown in complete RPMI-1640 medium (PAA) supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 
8 mM L-glutamine (PAA), 100 U/ml penicillin (PAA) and 100 mg/ml streptomycin (PAA). A total of 1.106 Caco-2 
cl1 cells per ml were seeded onto the apical aspect of TranswellTM filters (Millipore Ltd) previously coated with 
BD MatrigelTM. Cells were carefully cultured for 17 days until they reached a fully differentiated phenotype. 
Then 5∙105 Raji-B cells were added to the basolateral compartment of Caco-2 cl1 monolayers, and co-culture 
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was maintained for 4–6 days. Monocultures of Caco-2 cl1 cells on matched filter supports were used as con-
trol. For translocation assays, apical surface of M-cells or Caco-2 cl1 were infected with 1∙107 EHEC bacteria 
per TranswellTM. Samples from basolateral media were collected every 2 h for 6 h and 10-fold dilutions were 
plated onto LB agar. The integrity of cell monolayers was tested by monitoring trans-epithelial electrical resistance 
(TEER) with a Millicell®-ERS (Millipore). Each experiment was performed in triplicate.
Ethics statement. Work on animals was performed in compliance with French and European regulations on care 
and protection of laboratory animals (EC Directive 2010/63, French Law 2013–118, February 6, 2013). All exper-
iments were approved by the Comité d’Ethique en Matière d’Expérimentation Animale Auvergne (CEMEAA), 
registered under the reference C2EA-02. All efforts were made to minimize animal suffering.
Animals. Adult (5–6 weeks old) male FVB mice were purchased from Charles River Laboratories. Animals 
were housed in the Université d’Auvergne Medical School animal facility accredited by the French Ministry of 
Agriculture for performing experiments on live rodents (Agreement 2014 C63 113 15).
Mice ileal loop assay. In vivo interactions of EHEC bacteria with Peyer’s patches were studied using mouse ileal 
loops, as previously described by Hitotsubashi et al.75. Briefly, mice (n = 10) were starved 24 h before operation, 
anesthetized and the abdominal cavity was exteriorized through a midline incision. A 6 cm ileal segment with 
two to three Peyer’s patches was isolated and ligated, and then inoculated by mixed inoculi comprising equiv-
alent numbers (5∙108 CFU/ml) of the EDL933 wild-type strain in combination with either lpf isogenic mutants, 
transcomplemented mutants or the O6:H10 strain (input). Five hours after injection, mice were euthanized by 
cervical dislocation according to animal care procedure. Ileal mucosa with or without Peyer’s patches were treated 
with gentamicin 20 μg/ml for 1 h. Intestinal samples were then crushed with an Ultra-Turrax in the presence of 
0.1% Triton X-100 and the number of intracellular bacteria was determined by plating on appropriate selective 
media (output). Competitive index (CI) analysis was performed to provide a sensitive measurement of the relative 
degree of attenuation76. CI is defined as the ratio of the tested strain (mutant, trans-complemented or O6:H10) to 
O157:H7 wild-type strain in the output, divided by the ratio of the two strains in the input. Each Peyer’s patch was 
also macroscopically examined to determine its hemorrhagic status.
Statistical analysis. During TIM and ARCOL experiments, significant differences in survival between time 
points were tested using a non-parametric analysis of repeated measures with the “f1.ld.f1” function of the R 
package “nparLD”77 in R 3.2.478. In case of significant difference compared to the transit marker, the function 
“npar.t.test” of the package “nparcomp”79 was used for each time point. In case of a significant interaction effect, 
a linear mixed effect models with a random intercept on experiments to take account of repeated measures was 
performed and followed by function “difflsmeans” of the package “lmerTest”80. The kinetics of lpf genes expres-
sion in the TIM and ARCOL models were tested with the “ld.f1” function of the R package “nparLD”. In case of a 
significant time effect, pairwise comparisons with Bonferroni adjustment were performed. The significance of dif-
ferences in the ability of adhesion between the bacteria strains and for lpf expression in batch cultures were tested 
using Dunnett’s test. For experiments with multiple treatment groups (in vitro M cell assays), a non-parametric 
assay of repeated measures was performed, followed by Tukey’s pairwise comparisons. Significance differences 
for competitive index in in vivo ileal loops assays was done by nonparametric Wilcoxon signed rank test. The 
independence between treatment and hemorrhagic status of Peyer’s patches was tested by chi-square with Yates 
correction.
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Supplemental Methods 
Detection of promoter deletion in fim operon. The 16 bp deletion in the fim promoter 
resulting in the absence of expression of type I pili was investigated by PCR as previously 
described by Shaikh et al.1. Primers A and B (Supplemental Table 1) produce a 952 bp 
amplicon if the deletion is absent, but no amplicon in the presence of the deletion. Primers C 
and B (Supplemental Table 1) produce a 936 bp amplicon if the deletion is present in the fim 
operon. 
 
Preparation of fimbrial crude extracts. EHEC O157:H7 EDL933 and AIEC LF82 (as a 
positive control) were grown for 3 h in DMEM (PAA) with 2% of bile salts. After 
centrifugation (10,000 g, 10 min, 4°C), bacterial pellets were washed in 5 mM Tris 5% NaCl, 
then centrifuged using same conditions. Pellets were suspended in 5 mM Tris and bacterial 
surface proteins were sheared off with a homogenizer set at low speed during 2 min (on ice, 3 
times). Bacterial cells and debris were sedimented (10,000 g, 10 min, 4°C), while the 
supernatants constituting the crude extract of bacterial surface proteins were centrifuged 
(27,000 g, 30 min, 4°C). Pili extracts were obtained as a pellet after ultracentrifugation 
(270,000 g, 2 h, 4°C). After solubilization in 5 mM Tris buffer (overnight, 4°C), fimbriae 
were precipitated with 0.1 M MgCl2 (3 h, 4°C). Suspensions were centrifuged (27,000 g, 40 
min, 4°C) and supernatants were discarded. Fimbriae were solubilized in PBS then subjected 
to depolymerization by trifluoroacetic acid (TFA) hydrolysis. Samples were acidified to pH 2 
with final 0.16% TFA, heated at 100°C for 5 min, cooled and neutralized with NaOH before 
immunoblotting analysis  
 
 
Immunoblotting. Fimbrial crude extracts were incubated with 4X Laemmli buffer 
containing 10% mercaptoethanol (3 min, 100°C), then resolved on a 12% SDS-PAGE 
followed by electroblotting onto nitrocellulose membrane (GE Healthcare Life Sciences) 
using a Trans-Blot® Turbo™ Blotting System (Bio-Rad). One percent of bovine serum 
albumin (BSA) in TBS-T (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) was 
used for diluting antibodies and blocking non-specific binding to nitrocellulose membrane. 
Type I pili were detected by Western blotting using the primary anti-pili polyclonal antibody 
αF1 from rabbit (1:5000) and the secondary monoclonal HRP-conjugated anti-rabbit IgG 
from goat (1:5000). The blot was developed using enhanced chemiluminescence reagent (Bio-
Rad).  
 
Yeast agglutination assay. EHEC O157:H7 strain EDL933 and AIEC strain LF82 (as a 
positive control) were cultured in static LB broth at 37°C overnight. Bacterial cells were 
collected by centrifugation (5,000 g, 10 min, room temperature) and pellets were re-
suspended in 100 μl of 1X PBS. Subsequently, 50 μl of a 2% (vol/vol) suspension of 
Saccharomyces cerevisiae (Sigma) and an equal amount of undiluted or serial dilutions (from 
½ to 1/20) of bacterial cells were mixed in 96-well plate. After 1 h incubation, visible 
agglutination was determined macroscopically.  
 
Construction of isogenic mutants and transcomplementation. For double mutant 
lpfAOI-141/lpfAOI-154 generation, kanamycin cassette was excised using pcp20 plasmid after 
the first gene deletion2. Primers used are listed in Supplemental Table 1. For 
transcomplementation assays, PCR products containing the entire major fimbrial subunit 
lpfAOI-141 or lpfAOI-154 were cloned into the pBAD24 and pBAD33 vectors, respectively, and 
introduced in their respective mutant strain as previously described3.  
 
Shiga toxin production. EDL933-∆stx2 was used as a negative control. The Stx titre was 
expressed as the reciprocal of the highest filtrate dilution that cause 50% cell detachment after 
24 h incubation, as judged by the dye density and by microscopic observation. Purified Stx2 
(Toxin Technology) was used to estimate the range of toxin production. Each experiment was 
performed three times.  
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Supplemental Figure 1. The presence of lpfOI-141, lpfOI-154 and lpfOI-113 operons was 
determined by PCR in 236 STEC/EHEC isolates and allocated according to the strain source 
(A) and seropathotype (B). Results are expressed as total number of lpf-positive strains and as 
percentages of total strains (in bracket). Prevalence of each lpf operon in the seropathotype A 
was compared to that in other seropathotypes and statistical differences were indicated by α (p 
< 0.01) or β (p < 0.001). Prevalence of lpf genes was determined and expressed as percentages 
of the total number of strains in each seropathotype. 
  
Origin Total no. of strains (%)
No. of lpf-positive strains (%)
lpfOI-141+ lpfOI-154+ lpfOI-113+
lpfOI-141+
only
lpfOI-154+
only
lpfOI-113+
only
lpfOI-141+ / 
lpfOI-154+
lpfOI-141+ / 
lpfOI-113+
lpfOI-154+ / 
lpfOI-113+
lpfOI-141+ / lpfOI-154+/
lpfOI-113+
HUS and HC 27 (11.4) 9 (3.8) 21 (8.9) 8 (3.4) 0 (0) 9 (3.8) 4 (1.7) 9 (3.4) 0 (0) 3 (1.3) 1 (0.4)
Asymptomatic children 10 (4.2) 0 (0) 0 (0) β 6 (2.5) 0 (0) 0 (0) 6 (2.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Food 24 (10.2) 3 (1.3) 3 (1.3) β 17 (7.2) α 0 (0) 0 (0) 16 (6.8) 2 (0.8) 0 (0) 0 (0) 1 (0.4)
Bovine feces 175 (74.2) 3 (1.3)β 6 (2.5) β 112 (47.5) α 0 (0) 0 (0) 109 (46.2) 3 (1.3) 0 (0) 3 (1.3) 0 (0)
TOTAL 236 (100) 15 (6.4) 30 (12.7) 143 (60.6) 0 (0) 9 (3.8) 135 (57.2) 13 (5.5) 0 (0) 6 (2.5) 2 (0.8)
Seropathotype Total no. of strains (%)
No. of lpf-positive strains (%)
lpfOI-141+ lpfOI-154+ lpfOI-113+
lpfOI-141+
only
lpfOI-154+
only
lpfOI-113+
only
lpfOI-141+ / 
lpfOI-154+
lpfOI-141+ / 
lpfOI-113+
lpfOI-154+ / 
lpfOI-113+
lpfOI-141+/ lpfOI-154+/
lpfOI-113+
A 11 (4.7) 11 (4.7) 11 (4.7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 11 (4.7) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
B 12 (5.1) 0 (0) α 9 (3.8) 1 (0.4) 0 (0) 9 (3.8) 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
C 73 (30.9) 1 (0.4) α 6 (2.5) α 64 (27.1) α 0 (0) 0 (0) 58 (24.6) 0 (0) 0 (0) 5 (2.1) 1 (0.4)
D 50 (21.2) 1 (0.4) α 1 (0.4) α 26 (11)β 0 (0) 0 (0) 26 (11) 1 (0.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
E 90 (38.1) 2 (0.8) α 3 (1.3) α 52 (22) α 0 (0) 0 (0) 50 (21.2) 1 (0.4) 0 (0) 1 (0.4) 1 (0.4)
TOTAL 236 (100) 15 (6.4) 30 (12.7) 143 (60.6) 0 (0) 9 (3.8) 135 (57.2) 13 (5.5) 0 (0) 6 (2.5) 2 (0.8)
B
A
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplemental Figure 2. Bacterial growth, mobility, cytotoxicity and EHEC EDL933 
adhesion to intestinal epithelial cells are not influenced by lfp deletion. (A) Growth kinetic 
in LB broth of wild-type EHEC O157:H7 EDL933, lpf isogenic mutants, trans-complemented
O157:H7 O157:H7- lpfAOI-141
O157:H7-lpfAOI-154
O157:H7-  lpfAOI-141/
 lpfAOI-154
A
C D
E
B
O157:H7
Strains Cytotoxic titer Stx concentration (ng/mL)
WT O157:H7 strain EDL933 1/256 8.2  1.8 ng/ml
O157:H7-Δstx2 - -
O157:H7-ΔlpfAOI-141 1/256 8.2  1.8 ng/ml
O157:H7-ΔlpfAOI-141 + pBAD24-lpfAOI-141 1/256 8.2  1.8 ng/ml
O157:H7-ΔlpfAOI-154 1/256 8.2  1.8 ng/ml
O157:H7-ΔlpfAOI-154 + pBAD33-lpfAOI-154 1/256 8.2  1.8 ng/ml
O157:H7-ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 1/256 8.2  1.8 ng/ml
O157:H7-ΔlpfAOI-141/ΔlpfAOI-154 
+ pBAD24-lpfAOI-141 + pBAD33-lpfAOI-154
1/256 8.2  1.8 ng/ml
O6:H10 strain NV110 1/256 8.2  1.8 ng/ml
and O6:H10 NV110 strains was analyzed by measurement of optical density at 620 nm. 
Results are expressed as means ± standard deviations (n = 3). (B) Bacterial mobility was 
assessed on 0.3% LB agar plates (24 h, 37°C) by visualization of halo radial diffusion around 
the primary inoculum. O157:H7 EDL933-fliC was used as a negative control. Results are 
expressed as means ± standard deviations (n = 3). (C) Transmission electron micrographs of 
negatively stained wild-type O157:H7 strain EDL933 and lpfAOI-141, lpfAOI-154 and lpfAOI-
141 / lpfAOI-154 isogenic mutants at × 15,000 magnification (scale bars = 0.5 µm). (D) 
Quantification of Stx production using a Vero toxin assay. Results are expressed as the 
reciprocal of the highest sample dilution causing 50% cell detachment after 24 h incubation 
and as the corresponding Stx concentration in ng/ml ± standard deviations (n = 3). No 
cytotoxic effect (-). (E) Caco-2 cells were infected at MOI 100 with EHEC bacteria (wild-
type EHEC O157:H7 strain EDL933, lpf isogenic mutants, trans-complemented strains and 
O6:H10 strain NV110) after a 3 h growth in DMEM supplemented with 2% bile salts. E. coli 
C600 and AIEC LF82 were used as negative and positive controls, respectively. The number 
of adherent bacteria was determined by plating 3 h after infection. Results are given as mean 
percentages of infective dose ± standard deviations (n = 4). Statistically different from 
EDL933 wild-type strain at p < 0.001 (***).  
 
 
 
 
  
Primer 
name Oligonucleotide sequence (5' to 3') Use Reference 
Prevalence of lpfA
OI-141
, lpfA
OI-154 
and lpfA
OI-113 
in the strains collection 
lpfO141-F CTGCGCATTGCCGTAAC Prevalence analysis of lpfAOI-
141 71 lpfO141-R ATTTACAGGCGAGATCGTG
O154-FCT GCAGGTCACCTACAGGCGGC Prevalence analysis of lpfAOI-
154 71 O154-RCT CTGCGAGTCGGCGTTAGCTG
lpfA-F ATGAAGCGTAATATTATAG Prevalence analysis of lpfAOI-
113 71 lpfA-R TTATTTCTTATATTCGAC 
Construction of lpf isogenic mutants and transcomplemented strains
K1 CAGTCATAGCCGAATACCCT
Kanamycin resistance cassette 
amplification  71 K2 CGGTGCCCTGAATGAACTGCKt CGGCCACAGTCGATGAATCC
ΔlpfA
OI-141 
ISOGENIC MUTANT 
MilpfA1-1 ACTTTGACGACTAATGGCGGCAATTACGCCGCCATTTGTAAAACGGACGAGTAGGCTGGA EDL933-ΔlpfAOI-141 
 isogenic mutant construction This study MilpfA1-2 AGTTGTCGATTTTAATACATCAAGATTTTCTTTTTAATGTAATTTTTTAACATATGAATATCC
lpf A1-1 CGTTGCCAGAGTAGAAACGT
Isogenic mutant verification This study lpf A1-2 GAGCTTTAGTGGTGTTGGTG
lpf A1-3 CTGCCATCATAAATTACGCGA
Isogenic mutant verification This study lpf A1-4 GCTATTAATATATTATTCGTATAATT
NcoI-LpfA1 ATTATTCCATGGAGTTTTTCATGAAAAACGTCG Transcomplementation 
construction This study PstI-LpfA1 ATTATTCTGCAGTTACTCGTAAGACAGGTTGAAATC
ΔlpfA
OI-154 
ISOGENIC MUTANT 
MilpfA2-1 AACCATAATGGCGAGCGCCATTTTATTTAAGGTATTATGTTAAGAATGATGTAGGCTGGAGCT EDL933-ΔlpfAOI-154 
isogenic mutant construction This study MilpfA2-2 AATAAATGGATAACACACAGGAATAATATCAAATTAATGGAGTTATATTTCATATGAATATCC
lpf A2-1 CGAGCCATGAACTTCATGGA
Isogenic mutant verification This study lpf A2-2 CTGGATAACTCTAACGATGCT
lpf A2-3 GTAGCCATCGACATCTGCG
Isogenic mutant verification This study lpf A2-4 GACTGTTTTCTACGCGAATTC
XbaI-LpfA2 AATAATTCTAGAAGGAGGAATTCACCATGAAAACCAAATATGATTGTAGGAGC
Transcomplementation 
construction This study HindIII-LpfA2 ATTATTGCATGCTTATTTTATATATTCAACTGTAAACTGCGAG 
fim promoter region polymorphisms 
Primer A CTCAAGCATAAAAATTTTAAAAAACGA Determination of the 16 bp 
deletion  
in the fim promoter
 71 Primer B TAACCTACCCAGGTTCAGGGACGT
Primer C CTCAAGCATAAAAATTTTAAACTAACTG 
Survival kinetic of EHEC in the ARCOL model 
VT1c ACCCTGTAACGAAGTTTGCG
Target gene: Shiga-toxine 1 72 VT1d ATCTCATGCGACTACTTGAC
Expression of lpfA
OI-141
 and lpfA
OI-154 
and lpfA
OI-113 
in batch cultures and in the TIM and ARCOL models 
RT-
lpfO154-F TATGGCAGGTCACCTACAGG
 
Expression analysis of lpfAOI-
154 This study RT-
lpfO154-R AGGTTTCCGGGCATTGAGTC
 
LPFA1-CF GGTTGGTGACAAATCCCCG Expression analysis of lpfAOI-
141 72 LPFA1-CR1 CGTCTGGCCTTTACTCAGA 
Eco1457F  CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGC Housekeeping gene 
Enterobacteriaceae 16S 
73 Eco1652R  CTCTACGAGACTCAAGCTTGC 
 
Supplemental Table 1. Primers Used for PCR, qPCR and RT-qPCR Analyses. 
 
  
 
 
Supplemental Table 2. Main parameters of the in vitro models TIM-1 and ARCOL 
 
 
 
In vitro models
TIM-1 
(gastric and small intestinal model)
ARCOL 
(large intestinal model)
Main parameters
Body temperature (37 C)
Gastric pH from 6 to 1.7
Duoddenal pH 6.4
Jejunal pH 6.9
Ileal pH 7.2
Colonic pH 6.3
Chyme mixing Redox potential (-400 mV)
Transits time Retention time (36h)
Gastric, biliary and pancreatic
secretions Supply of ileal effluents
Passive absorption of water and 
digestion products
Passive absorption of water and 
fermentation metabolites
No microbiota Anaerobiosis maintained by residentmicrobiota activity
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Des études précédentes réalisées au laboratoire ont permis de montrer que les EHEC 
transloquent préférentiellement au niveau des cellules M à la surface des plaques de Peyer 
(Etienne-Mesmin et al., 2011). Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans ce 
ciblage restent mal connus. Par analogie avec Salmonella et les AIEC, nous nous sommes 
intéressés à des adhésines fimbriales, les Lpf. L’analyse du génome de la souche EHEC de 
référence EDL 933 a mis en évidence deux opérons lpf insérés dans les îlots (ou O Islands), 
OI141 et OI154. (Perna et al., 2001). Un autre opéron (lpfO113) a également été décrit chez des 
souches de sérotype O113:H21 ne possédant pas le gène eae ; il est inséré dans la région 
chromosomique correspondant à l’OI-154. Un quatrième opéron (lpfO26) a été décrit chez des 
souches STEC de sérogroupe O26 (Doughty et al., 2002 ; Toma et al., 2004).  
 
L’objectif de notre étude était (i) de déterminer la prévalence des opérons lpf au sein 
d’une collection de souches STEC, (ii) de suivre la survie et l’expression des lpf lors du transit 
de la souche de référence E. coli O157:H7 EDL933 dans l’ensemble du tractus digestif humain 
et (iii) d’évaluer le rôle des Lpf dans le ciblage des EHEC aux plaques de Peyer en utilisant des 
approches in vitro et in vivo complémentaires. 
 
L’expression des gènes lpf d’EDL933 a été déterminée dans le tractus digestif supérieur 
et dans l’environnement colique humain en utilisant des modèles in vitro dynamiques mimant 
le tube digestif de l’homme (TIM 1 et ARCOL). La capacité de la souche sauvage EDL933 et 
des mutants lpf à transloquer au travers d’une monocouche de cellules M a été évaluée dans un 
modèle in vitro de culture de cellules M. Enfin, nous avons étudié l’implication des Lpf dans 
l’interaction du pathogène les plaques de Peyer dans un modèle in vivo d’anses iléales murines. 
 
 
Prévalence des opérons lpf chez les EHEC selon leur séropathotype 
 
La prévalence des trois opérons les plus fréquents chez les EHEC - lpfOI-141, lpfOI-154 et 
lpfOI-113 – a été évaluée parmi une collection de souches STEC/EHEC O157 et non O157 isolées 
chez l’homme, chez les bovins, et dans les aliments (Pradel et al., 2000). Les souches STEC 
peuvent être classées en cinq séropathotype (A à E), en fonction de leur degré d’association aux 
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épidémies et de la fréquence des cas de SHU. Le séropathotype A correspond aux souches de 
sérotype O157:H7, les plus fréquemment associées aux épidémies et aux SHU. Le 
séropathotype B inclut des souches moins fréquemment associées aux épidémies (comme par 
exemple les sérotypes O26:H11 ou O103:H2). Le seropathotype C correspond aux sérotypes 
associés à des cas de SHU sporadiques mais pas à des épidémies (par exemple O113:H21). Les 
souches du séropathotype D ont été associées à des cas de diarrhée, mais pas à des épidémies 
ou des cas de SHU; enfin, le séopathotype E correspond à des sérotypes qui n’ont jamais été 
isolés d’infection chez l’homme (Karmali et al., 2003).  
 
Nos résultats montrent que les opérons lpfOI-141 et lpfOI-154 sont associés au séropathotype 
A. Toma et al. (2004) ont montré qu’en plus des LpfOI-141 et LpfOI-154, ces souches étaient 
systématiquement associées aux adhésines intimine (codée par le gène eae responsable des 
lésions d’attachement/effacement), Iha, EfaI et ToxB. Pour les auteurs, ceci indique que les
Lpf ne sont pas les adhésines majeures des EHEC. L’opéron lpfOI-113 est quant à lui 
fréquemment retrouvé dans les souches de séropathotypes C à E, considérées comme moins 
pathogènes chez l’Homme, ce qui est en accord avec les données de la littérature (Toma et al., 
2004). Pourtant, cet opéron a été identifié par hybridation soustractive entre les souches 
O91:H21 (isolée d’un SHU) et O6:H10 (isolé de bovins), dans une étude ayant pour objectif de 
déterminer les facteurs impliqués dans la virulence (Pradel et al., 2002). L’ensemble de ces 
résultats montre une association de certains variants Lpf avec les souches les plus pathogènes 
chez l’homme, et suggère un rôle des Lpf dans la pathogénicité des souches EHEC O157:H7, 
même si ce rôle n’est pas clairement défini. En effet, les Lpf étant aussi présents chez des E. 
coli non pathogènes (Toma et al., 2006), ils ne peuvent pas être utilisés seul comme marqueur 
de virulence. 
 
 
Expression des gènes lpfAOI-141 et lpfAOI-154 et survie de la souche EHEC 
O157:H7 EDL933 dans l’environnement digestif simulé  
 
À ce jour, l’expression dans l’environnement digestif des gènes lpf des EHEC, mais 
aussi d’autres pathogènes tels que Salmonella et les EPEC (E. coli entéropathogènes), n’avait 
été évaluée que dans des approches in vitro simplifiées où un seul paramètre à la fois était pris 
en compte, comme la valeur du pH ou la présence de sels biliaires (Torres et al., 2007 ; 
Chassaing et al., 2013 ; Arenas-Hernández et al., 2014 ; Hu et al., 2015 ; Kingsley et al.,  
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2002 ; Low et al., 2006 ; Hu et al., 2015). Nous avons suivi, dans des modèles artificiels 
simulant de la façon la plus physiologique possible les conditions rencontrées dans la lumière 
gastro-intestinale du tractus digestif supérieur et du colon humains, l’expression des sous-unités 
majeures A des Lpf des deux opérons (OI141 et OI154) décrits chez O157:H7 EDL933. Nous 
avons montré que les gènes lpf sont surexprimés dans l’environnement gastrique et intestinal 
de l’Homme, mais aucune surexpression n’a été mesurée dans l’environnement colique. Il est 
à noter qu’un seul opéron, lpfOI-141, a pu être suivi au niveau colique, car il n’a pas été possible 
de développer des amorces spécifiques à lpfOI-154 dans l’écosystème microbien complexe du 
colon. Nos résultats indiquent que, même en l’absence de contact avec des cellules hôtes, 
l’environnement digestif peut suffire à induire l’expression d’adhésines bactériennes. Il pourrait 
être intéressant de développer des souches possédant des gènes rapporteurs sous la dépendance 
des promoteurs lpf et d’étudier leur comportement en modèle murin, afin de confirmer in vivo, 
dans les différents compartiments, les données obtenues dans l’environnement digestif simulé.
 
Dans les effluents gastriques, les gènes lpfOI-141 et lpfOI-154 sont significativement 
surexprimés dès les premières minutes de digestion, alors qu’aucune induction n’est observée 
pour d’autres gènes comme stx1 et stx2. Jusqu’à présent, aucune étude n’avait décrit l’influence 
de l’ensemble des paramètres physico-chimiques rencontrés dans l’estomac, et principalement 
le pH acide, sur l’expression des gènes lpf. De façon inattendue, une augmentation d’un facteur 
15 de l’expression des deux opérons lpf a été observée. L’intérêt de la production de fimbriae 
par les EHEC au niveau gastrique est difficile à expliquer dans l’état actuel de nos 
connaissances. L’expression des lpf est sous contrôle de la protéine H-NS qui agit comme un 
répresseur et de la protéine Ler qui lorsqu’elle est présente, lève la répression induite par H-NS 
et active ainsi les gènes cibles. Une étude transcriptomique in vitro a montré qu’une exposition 
à un pH acide entrainait une surexpresion du gène ler chez O157:H7 (House et al., 2009). H-
NS est un facteur de transcription global et aucune étude n’a clairement établi l’influence du 
pH sur sa régulation. Afin de mieux comprendre la régulation de l’expression des gènes lpf, il 
serait intéressant de suivre l’expression de ces facteurs dans notre modèle. De plus, d’autres 
facteurs de transcription, encore indéfinis à l’heure actuelle, pourraient induire l’expression des 
lpf dans les conditions gastriques. L’étude des régions promotrices des opérons lpf chez les 
souches EHEC pourrait permettre d’identifier l’ensemble des facteurs impliqués dans ces 
mécanismes de régulation. 
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Au niveau iléal, notre étude montre pour la première fois dans un modèle dynamique 
proche des conditions physiologiques, que les gènes lpfOI-141 et lpfOI-154 sont surexprimés 
parallèlement à la reprise de croissance des souches EHEC. Nos résultats indiquent donc que 
les EHEC sont présents en grand nombre et produisent les Lpf au niveau de l’iléon terminal, 
zone où la majorité des Plaques de Peyer est localisée. Les sels biliaires et un pH neutre, 
caractéristiques du compartiment iléal, ont été décrit comme des facteurs activateurs de 
l’expression des lpf chez les AIEC (Chassaing et al., 2013) mais aussi chez les EHEC O157:H7 
(Torres et al., 2007 ; Arenas-Hernández et al., 2014). Nous avons confirmé, en milieu 
synthétique, que la présence de sels biliaires induisait une augmentation de l’expression des 
opérons lpf plus forte pour l’opéron OI154. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par 
Arenas-Hernández et al. (2014) qui ont montré que l’expression de lpfOI-154 est induite à pH 
neutre, à 37°C et en présence de sels biliaires. Chassaing et al., (2013) ont analysé les séquences 
nucléotidiques en amont de l’opéron lpf chez 6 souches AIEC et ont mis en évidence des
séquences consensus où se fixent des facteurs de transcription activés par les sels biliaires : 
CytR, FhlA, NhaR et PdhR. Chez O157:H7, Arenas-Hernández et al. (2014) ont identifié quatre 
séquences consensus en amont de l’opéron lpfOI-154 où pouvait se lier la protéine Fur, un facteur 
de transcription impliqué dans l’assimilation du Fer et qui agirait comme répresseur de 
l’expression du gène lpfOI-154. L’étude complète des régions promotrices des opérons lpf chez 
la souche EHEC O157:H7 pourrait permettre la mise en évidence de l’ensemble des facteurs de 
transcription impliqués dans cette régulation par les sels biliaires.  
 
Les résultats que nous avons obtenus et les données de la littérature indiquent que 
l’environnement de l’intestin grêle est favorable à l’expression des lpf. En effet, les acides 
biliaires sont soumis à la circulation entéro-hépatique, qui les libère au niveau du duodénum et 
les réabsorbe au niveau de l’iléon distal, expliquant la faible concentration en acides biliaires 
observée au niveau colique (Hofmann, 1999). Même si le colon a longtemps été considéré 
comme site d’action principal des EHEC, nos résultats indiquent que la croissance bactérienne 
peut être maximale au niveau iléal et que l’expression de certains facteurs de virulence, comme 
les Lpf, peut être fortement augmentée dans l’intestin grêle.  
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Les long polar fimbriae sont impliqués dans le ciblage de l’épithélium associé 
aux plaques de Peyer 
 
Les travaux réalisés au laboratoire ont montré, en modèle in vitro de cellules M, que la 
souche EHEC sauvage EDL933 transloquait préférentiellement au niveau de ces cellules, 
comparativement aux cellules épithéliales intestinales Caco-2. 
 
Une étude récente réalisée au Japon avait permis de montrer que la glycoprotéine GP2, 
spécifiquement exprimée à la surface des cellules M présentes dans le FAE, permettait la liaison 
d’entérobactéries commensales et pathogènes, telles que Salmonella enterica serovar 
Typhimurium et Escherichia coli (Hase et al., 2009). Ce mécanisme d’interaction avec les 
cellules M, ainsi que la mise en place de la réponse immunitaire qui en découle, implique 
l’adhésine FimH, localisée à l’extrémité des pili de type 1 bactériens. Nous avons utilisé la 
technique décrite par Shaikh et al. (2007) afin de vérifier l’absence de pili de type I à la surface 
de la souche O157:H7 EDL933 utilisée dans nos travaux. L’interaction des EHEC avec les 
plaques de Peyer passerait donc par un mécanisme autre que la reconnaissance de la protéine 
GP2 par les pili de type I bactériens.  
Afin de démontrer l’implication des LPF dans le tropisme des EHEC pour les plaques 
de Peyer, nous avons généré des mutants des deux opérons lpf présents chez la souche O157:H7 
EDL933, et vérifié que ces mutations n’avaient pas d’influence sur la survie, la mobilité et la 
production de Shiga-toxines. Des analyses complémentaires de microscopie électronique à 
transmission n’ont pas permis de visualiser les Lpf à la surface des bactéries O157:H7 EDL933. 
L’utilisation d’un anticorps anti-Lpf pourrait éventuellement permettre d’observer ces 
structures filamenteuses ; cependant, cette stratégie n’a pas permis la visualisation des Lpf chez 
les AIEC (Chassaing et al., 2013) et de façon peu convaincante chez des souches O157:H7 
(Torres et al., 2007), certainement à cause d’un manque de spécificité de l’anticorps.  
 
Dans nos travaux, la capacité des bactéries à adhérer aux cellules épithéliales n’est pas 
altérée chez les mutants lpf. L’analyse de la littérature montre des résultats contradictoires : la 
mutation des gènes lpfOI-141 et lpfOI-154 diminue la capacité d’adhésion de la souche O157:H7 
aux cellules épithéliales in vitro (Torres et al., 2002 ; Fitzhenry et al., 2006b ; Farfan et al., 
2011) ainsi que dans des modèles de culture d’organes in vitro (Lloyd et al., 2012). Au 
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contraire, le double mutant lpf adhère à des niveaux plus élevés que celui de la souche sauvage 
en modèle de culture cellulaire T84 (Lloyd et al., 2012). Chez les EPEC ou Citrobacter 
rodentium les Lpf ne sont pas impliqués dans l’adhésion aux différentes cellules épithéliales 
Caco2, T84 et Hela (Newton et al., 2004 ; Tatsuno et al., 2006). En modèles animaux, des 
études chez le mouton ou le cochon ont suggéré que les LPF pourraient être impliqués dans la 
colonisation, les mutants délétés des gènes lpf étant retrouvés à des niveaux plus faibles dans 
les fèces. Cependant, le simple mutant lpfOI-141 n’est pas affecté dans sa capacité à coloniser un 
modèle animal (Jordan et al., 2004). De plus, dans un modèle in vivo chez le lapin, aucune 
différence dans la colonisation n’a été observée entre la souche sauvage EPEC et les mutants 
lpf (Newton et al., 2004). Les résultats divergents concernant le rôle des opérons lpf dans 
l’adhésion à différentes lignées cellulaires, et dans la colonisation de différents modèles 
animaux pourraient être dus à des mécanismes subtils de régulation de ces opérons, dépendant 
des conditions testées, ou encore à des phénomènes de régulation croisée avec d’autres
adhésines. Une autre hypothèse pourrait être que ces fimbriae sont spécifiquement voués au 
ciblage des cellules M. 
 
Nous avons observé une diminution significative de la translocation au niveau des 
cellules M pour les mutants isogéniques délétés des gènes lpf ainsi qu’une diminution des 
interactions avec les plaques de Peyer au niveau de l’iléon. Par contre, les LPF ne jouent aucun 
rôle dans les interactions des EHEC avec la muqueuse iléale dépourvue de plaques de Peyer. 
Nos résultats indiquent que ces fimbriae sont essentiels à l'interaction des EHEC avec les 
plaques de Peyer murines in vivo et corroborent ceux obtenus chez d’autres entérobactéries, les 
Salmonella et les AIEC, qui indiquaient que les Lpf sont impliqués dans le tropisme de ces 
pathogènes pour les plaques de Peyer (Bäumler et al., 1996 ; Chassaing et al., 2011). Par contre, 
des études en modèle in vitro de culture d’intestin humain (IVOC) avaient montré que la 
mutation des gènes lpf perturbait le tropisme spécifique des EHEC pour le FAE : en effet, les 
mutants adhéraient à des niveaux plus élevés non seulement au FAE, mais aussi à la muqueuse 
intestinale comparativement à la souche sauvage (Fitzhenry et al., 2006).  
 
Nos résultats indiquent que le double mutant délété des deux opérons lpf puis 
transcomplémenté interagit à des niveaux significativement plus élevés que la souche sauvage 
(avec un IC = 2,6). Ceci pourrait être dû à une surexpression de Lpf secondaire à la 
complémentation en trans, ou à la dérégulation d’autres facteurs de colonisation. L’analyse de
la littérature révèle des résultats paradoxaux dans plusieurs études. En effet, un double mutant 
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lpf  d’une souche O157:H7 colonise à des niveaux supérieurs à ceux de la souche sauvage en 
modèle IVOC chez l’agneau et chez l’homme (Fitzhenry et al., 2006 ;Torres et al., 2007). De 
même, en modèle de culture cellulaire T84, le double mutant lpf adhère à des niveaux plus 
élevés que celui de la souche sauvage (Lloyd et al., 2012). Les auteurs ont montré que la 
délétion des gènes lpf entraînait une surexpression d’un facteur d’adhésion, les curli, à la surface 
des bactéries, ce qui expliquerait la plus grande capacité d’adhésion du mutant aux cellules 
épithéliales. Nous n’avons pas observé ce phénomène chez les mutants isogéniques que nous 
avons construits, puisque la délétion des gènes lpf n'a pas influencé la mobilité des bactéries, ni 
les capacités d’adhésion aux cellules épithéliales, ni d’ailleurs la synthèse de toxines.  
 
 
Pathogénicité de la souche O6:H10 et interactions avec les Plaques de Peyer 
 
Les souches O6:H10 productrices de Shiga-toxines sont très largement retrouvées dans 
l’environnement digestif du bovin mais ne sont pas impliquées dans des infections humaines.
Afin de vérifier si l’absence de pathogénicité était liée à une moindre capacité de survie et/ou 
de multiplication dans le tractus digestif de l’homme, nous avons voulu déterminer la survie 
d’une souche O6:H10 dans les conditions digestives humaines. Aucune différence n’a pu être 
observée avec la souche O157:H7 : la souche O6:H10 testée est résistante aux conditions 
gastriques et une multiplication bactérienne est retrouvée dans les parties distales dans l’intestin 
grêle (données non présentées). Grâce à une technique d’hybridation soustractive, nous avions 
montré que la souche O6:H10 était naturellement déficiente pour les gènes lpf (Pradel et al., 
2002) : ceci pourrait en partie expliquer son absence de pathogénicité chez l’Homme. Alors 
qu’aucune différence n’est observée dans l’adhésion aux cellules épithéliales, comparativement 
à la souche O157:H7, la souche O6:H10 testée n’est pas capable de transloquer au travers des 
cellules M ni d’interagir avec des plaques de Peyer dans un modèle in vivo d’anses iléales.  
 
L’ensemble de ces résultats permet d’affirmer le rôle pathogène des Lpf et leur 
implication spécifique dans le tropisme des EHEC O157:H7 pour les plaques de Peyer.  
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CHAPITRE 4 : 
 
SURVIE ET VIRULENCE DES EHEC DANS L’ENVIRONNEMENT 
DIGESTIF SIMULÉ DE L’ENFANT
 
 
Introduction à la publication n°4 
Les EHEC sont responsables de toxi-infections alimentaires, pouvant évoluer vers des 
atteintes systémiques comme le syndrome hémolytique et urémique (SHU) mettant en jeu le 
pronostic vital. Les infections causées par les EHEC constituent une préoccupation importante 
de santé publique en raison de la sévérité des symptômes qu’elles peuvent générer. Les 
populations ayant une probabilité plus forte que la moyenne de développer des symptômes ou 
des formes graves de la maladie sont les enfants de moins de 15 ans (surtout en dessous de 3 
ans) et les personnes âgées. Le syndrome hémolytique et urémique est en effet la principale 
cause d’insuffisance rénale chez l’enfant de moins de 3 ans et plus d’un tiers des malades 
conservent des séquelles rénales à long terme (Bruyand et al., 2015). La survie des EHEC et la 
régulation des gènes de virulence dans l’environnement digestif humain sont des facteurs 
importants dans la physiopathologie de ces infections mais restent encore mal connus, 
essentiellement par manque de modèles d’études adaptés, en particulier reproduisant les 
conditions spécifiques propres à l’« enfant ». 
 
Actuellement, le système digestif artificiel TIM 1 (Minekus et al., 1995) est le modèle 
multi-compartimenté dynamique simulant de la façon la plus physiologique possible les 
conditions rencontrées dans la lumière gastro-intestinale du tractus digestif supérieur de 
l’Homme. Des études antérieures au laboratoire utilisant le modèle TIM 1 ont montré une 
SURVIE ET VIRULENCE DES EHEC DANS L’ENVIRONNEMENT DIGESTIF SIMULÉ DE L’ENFANT
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mortalité d’E. coli O157:H7 dans l’estomac et le duodénum alors qu’une croissance est 
observée dans les parties distales de l’intestin (Etienne-Mesmin, Livrelli et al., 2011). 
Néanmoins, cette étude a été réalisée uniquement dans des conditions digestives adultes. De 
plus, aucune donnée sur l’expression des facteurs de virulence du pathogène au cours de son 
transit dans le tractus gastro-intestinal humain ne sont disponible.  
Dans ce contexte, l’objectif de cette étude était (i) d’adapter le modèle TIM 1 afin de 
simuler les conditions digestives de l’enfant, (ii) d’évaluer la survie et (iii) la virulence des 
EHEC dans les deux conditions digestives « adulte » et « enfant » et de comparer les résultats 
obtenus afin d’essayer de mieux comprendre la susceptibilité des enfants aux infections à 
EHEC. 
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Background: Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) 
are major foodborne pathogens that constitute a serious 
public health threat, mainly in young children. Shiga toxins 
(Stx) are the main virulence determinants of EHEC pathogen-
esis but adhesins like intimin (eae) and Long polar fimbriae 
(Lpf ) also contribute to infection. The TNO GastroIntestinal 
Model (TIM) was used for a comparative study of EHEC 
O157:H7 survival and virulence under adult and child diges-
tive conditions.
Methods: Survival kinetics in the in vitro digestive tract were 
determined by plating while bacterial viability was assessed by 
flow cytometry analysis. Expression of stx, eae, and lpf genes was 
followed by reverse transcriptase-quantitative PCR (RT-qPCR) 
and Stx production was measured by ELISA (enzyme-linked 
immunosorbent assay).
results: Upon gastrointestinal passage, a higher amount of 
viable cells was found in the simulated ileal effluents of chil-
dren compared to that of adults (with 34 and 6% of viable cells, 
respectively). Expression levels of virulence genes were up to 
125-fold higher in children. Stx was detected only in child ileal 
effluents.
conclusion: Differences in digestive physicochemical 
parameters may partially explain why children are more sus-
ceptible to EHEC infection than adults. Such data are essential 
for a full understanding of EHEC pathogenesis and would help 
in designing novel therapeutic approaches.
enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC), mainly from the serotype O157:H7, are food and waterborne patho-
gens that constitute a serious public health concern. EHEC 
are responsible for hemorrhagic colitis and bloody diar-
rhea that can evolve toward life-threatening age-dependent 
complications (1). The hemolytic uremic syndrome (HUS), 
defined by the triad of acute renal failure, thrombocytope-
nia, and microangiopathic hemolytic anemia, mainly affects 
young children under 3 y of age (1–3) while thrombotic 
thrombocytopenic purpura, characterized by central nervous 
system damages, more commonly afflicts adults and elderly. 
In Europe and France, EHEC infections are the leading cause 
of renal failure in children. Even if Shiga toxins (Stx) are the 
main virulence determinants of EHEC, other factors such as 
intimin (eae) and adhesins (including Long polar Fimbriae 
(Lpf)) also contribute to human pathogenesis by mediating 
bacterial colonization (4,5).
Survival and virulence of EHEC strains in the human gas-
trointestinal (GI) tract are key factors in the infectious process 
(6) but they remain poorly described, mainly in children, due 
to a lack of relevant models. Studies in humans are obviously 
prohibited and results obtained in animal models are ham-
pered by differences between animal and human digestive 
physiology. In vitro digestion methods emerge as an appropri-
ate alternative to in vivo assays providing that such models 
can reproduce physiologically relevant conditions. Among 
the available systems, the dynamic multicompartmental and 
computer-controlled TNO gastrointestinal model (TIM) is 
currently the most complete simulator of the upper GI tract 
(7) and has been validated for microbial applications against 
in vivo data (8). Previous works in this model have assessed 
the survival of E. coli O157:H7 when ingested within a food 
matrix (9,10), but experiments were carried out only under 
adult conditions and no data are available on virulence gene 
expression during GI transit.
In this context, the aim of this study was to use the TIM model 
for a comparative analysis of E. coli O157:H7 survival and vir-
ulence under adults and young children (from 6 mo  to 2 y) 
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digestive conditions, upon simulated ingestion of a glass of 
contaminated water.
RESULTS
Survival and Physiological State of EHEC O157:H7 in the 
Simulated Stomach
Whatever the simulated age group (adult or child), no sig-
nificant difference was observed between the survival kinet-
ics obtained for O157:H7 and the transit marker, showing that 
the growth ability of the pathogen (as assessed by numera-
tion of cultivable cells) was not affected by gastric conditions 
(Figure 1a). In contrast, flow cytometry analysis of gastric 
effluents showed marked differences in the physiological state 
of bacteria between adult and child conditions (Figure 1b). 
At 60 min digestion, a higher percentage of viable cells was 
observed under child conditions compared with adult ones 
(59.0 vs. 21.9%), together with a lower number of damaged 
cells (18.0 vs. 46.2%), whereas similar initial viability profiles 
were observed between adult and child conditions. Our results 
indicate that cells that are likely to reach the small intestine 
would be less damaged in infants compared with adults.
Survival and Physiological State of EHEC O157:H7 in the 
Simulated Small Intestine
In the duodenal simulated compartment, EHEC survival was 
unaffected in both age conditions. In contrast, bacterial mor-
tality was noticed halfway the jejunum- and ileum-simulated 
digestion time, but only under adult conditions (Figure 2a). 
In adults, bacterial recovery percentages after 120 min were 
2.8 ± 0.4% (n = 4) vs. 27.5% for the transit marker (P < 0.01) 
in the jejunum and 11.4 ± 5.5% (n = 4) vs. 37.9% in the ileum 
(P < 0.001). At the end of digestion (240–360 min), the trend 
reversed with the recoveries of bacteria exceeding those of the 
transit marker, thus indicating bacterial outgrowth. EHEC 
growth was much more pronounced under simulated child 
conditions with differences between bacteria and transit 
marker being significant both in the jejunal and ileal compart-
ments (P < 0.05). At 360 min during the child assays, a sur-
vival percentage of 87.3 ± 30.7% (n = 4) was found for O157:H7 
compared with 2.2% for the marker (P < 0.001) in the jejunum 
and 441.7 ± 341.2% (n = 4) compared with 13.5% in the ileum 
(P = 0.063). Results based on flow cytometry analysis of ileal 
effluents (Figure 2b) strengthened those obtained by culti-
vation. The percentages of damaged cells remained constant 
around 15% throughout child digestions while they regularly 
increased during adult experiments (from 5.4% at t0 to 37.9% 
at 300 min). Conversely, the percentages of viable cells dra-
matically decreased during adult digestion (from 77.1% at t0 
to 6.3% at 300 min) whereas they decreased then increased in 
child assays (from 77.1% at t0 to 21.9% at 180 min; and 33.9% 
at 360 min). This last feature is in accordance with the cell 
mortality followed by growth observed by cultivation, mainly 
under child conditions. Our results also indicate that, when 
entering the colon, most of bacterial cells are viable under 
child digestive conditions while in adults most of them have a 
damaged membrane.
Expression of EHEC Virulence Genes in the Simulated GI Tract
Gastric effluents of the simulated child conditions in TIM 
(Figure 3a) displayed significant up-regulated stx1 and stx2 
at 10, 20, 40, and 60 min (with a fold change up to 125 for stx1 
and up to 12 for stx2 compared with t0, P < 0.001). However, 
stx upregulation was not observed under simulated adult 
conditions, resulting in significantly higher stx1 and stx2 
expression levels upon child gastric conditions compared 
with adult ones (P < 0.01). In the ileal effluents (Figure 3b), 
stx1, and stx2 were up-regulated from 60 to 240 min in the 
child digestions, yet significant upregulation levels were only 
obtained at 180 min with a fivefold to sevenfold increase 
(P < 0.05). In adult ileal effluents, stx genes were significantly 
up-regulated in the same order of magnitude, but at 120 and 
180 min for stx1 (P < 0.05); and at 60 and 240 min for stx2 
(P < 0.001). stx expression levels were significantly higher 
in children compared with adults only at 60 min for stx1 
(P < 0.01). Results provided by enzyme-linked immunosor-
bent assay (Figure 4) fully support the difference obtained 
between adults and children with RT-qPCR. No Stx was evi-
denced under adult conditions while toxins were detected in 
the ileal effluents of children from 60 min and the amount 
produced regularly increased to reach 0.89 ± 0.12 ng/ml at 
300 min (n = 4). Stx concentrations were significantly higher 
during child digestions compared with the adult ones from 
120 min (P < 0.05).
In the gastric effluents from children (Figure 5a), eae expres-
sion was significantly (P < 0.001) repressed compared with the 
initial conditions from 10 to 60 min. On the contrary, under 
adult conditions, eae was over-expressed at 10 and 20 min 
(P < 0.05) with a fold change up to 15, resulting in significant 
higher expression levels in adults compared with children 
from 10 to 40 min (P < 0.01). Notably, at the end of gastric 
digestion (60 min), the reverse was found with eae mRNA lev-
els higher in children (P < 0.01). In the ileal effluents (Figure 
5b), eae mRNA expression levels tended to increase under 
child conditions from 180 min (P > 0.05), while they were 
significantly higher than t0 in adults at 60 and 120 min (P < 
0.001, with up to ninefold change). At the beginning of in vitro 
digestion (until 120 min), eae was significantly overexpressed 
in adults compared with children, while the opposite trend was 
observed at 180 and 240 min (P < 0.01).
Lastly, in the gastric effluents (Figure 6a), lpf1, and lpf2 
were overexpressed compared with t0 under both adult and 
child conditions, with a fold change up to 12 for lpf1 (P < 0.001, 
in adults and children) and up to 40 for lpf2 (P < 0.001, in 
children). lpf1 and lpf2 expression levels were significantly 
higher in adults at 10 min (P < 0.05), while the reverse was 
observed at 40 and 60 min with significant higher levels in 
children (P < 0.05). In the ileal effluents (Figure 6b), lpf 
genes were overexpressed in both age conditions, but higher 
mRNA levels were found in children with a maximum fold 
increase of 30 and 60 at 240 min for lpf1 and lpf2, respec-
tively. lpf expression levels were significantly higher under 
child conditions compared with adult ones, but only at 
180 min for lpf1 (P < 0.01).
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DISCUSSION
EHEC survival and virulence in the human digestive tract are 
key features in bacterial pathogenesis (6). Overall, our data 
suggest that, in comparison with adults, a higher amount of 
cells, what is more less damaged, may reach the distal parts 
of the small intestine and the colon in children. Expression of 
major virulence genes, such as stx, is also higher under child 
digestive conditions.
Up to date, there was only scarce information on the behav-
ior of EHEC strains under human simulated GI conditions 
(9–11). In addition, none of these studies took into account 
specific child conditions, despite young children forming 
a high-risk population for EHEC infection. The aim of this 
study was to assess and compare the survival and virulence of 
the reference strain O157:H7 EDL 933 under adult and child 
digestive conditions by using the well-validated dynamic and 
multicompartmental TIM model. An exhaustive survey of the 
Figure 1. Survival and physiological state of EHEC O157:H7 in the TIM stomach. (a) The number of cultivable cells in the gastric compartment was 
determined by plating. Results are expressed as survival percentages ± SEM (n = 4) and compared with that obtained with the transit marker (red 
line). (b) Physiological state of O157:H7 was assessed by live/dead cytometry analysis. Bacteria recovered from gastric effluents were doubled-
stained using green-fluorescent SYTO 9 (all cells) and red-fluorescent PI (bacteria with damaged membranes). TIM, TNO gastrointestinal model; EHEC, 
Enterohemorrhagic Escherichia coli.
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literature was made to identify the physicochemical param-
eters unique to the child and adult GI tract in a healthy state 
and subsequently implement them into the TIM program. The 
survey was restricted to studies involving young children aged 
between 6 mo and 2 y because (i) children <3 y are a high-risk 
population for EHEC infection and HUS (3), (ii) the newborns 
(under 6 mo) mostly have an exclusive milk diet and subse-
quently show particular digestive physiology (12), and (iii) 
children >2 y show a mature GI tract, with no difference com-
pared with the adult digestion process. Contaminated water 
which has been involved in major EHEC outbreaks (13) was 
chosen as a vehicle for bacteria. A supraphysiological dose of 
EHEC (107 Colony Forming Unit (CFU)/ml compared with 
the infectious dose of 10–100 CFU) was used to get enough 
RNAs in TIM digestive samples for transcriptomic analysis.
EHEC survival kinetics were first established in the TIM 
model. Our results suggest that O157:H7 is less sensitive to 
child than adult gastric conditions. This divergence may be 
explained by differences in stomach pH acidification less rapid 
and pronounced in children (14,15), associated with gastric 
Figure 2. Survival and physiological state of EHEC O157:H7 in the TIM small intestine. (a) The number of cultivable cells in the small intestinal compart-
ments was determined by plating. Results are expressed as survival percentages ± SEM (n = 4) and compared with that obtained with the transit marker 
(red line). O157:H7 significantly different from the transit marker at P < 0.05 (*), P < 0.01 (**), and P < 0.001 (†). (b) Physiological state of O157:H7 was 
assessed by live/dead cytometry analysis. Bacteria recovered from ileal effluents were doubled-stained using green-fluorescent SYTO 9 (all cells) and red-
fluorescent PI (bacteria with damaged membranes). TIM, TNO gastrointestinal model; EHEC, Enterohemorrhagic Escherichia coli.
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emptying rates quite similar under both age conditions (16,17). 
In the small intestinal compartments, a loss of viability was 
noticed at the middle of digestion in the jejunum and ileum, 
but only during adult assays. The higher mortality observed 
in adults might be linked to a twofold higher concentration 
in bile salts and pancreatic secretions compared with chil-
dren (18–24). The bactericidal effect of bile salts toward E. coli 
strains is well known and attributed to their detergent prop-
erties that may lead to the disruption of cell membrane. This 
phenomenon was maybe enlarged by the fact that in adults, 
when entering into the small intestine, bacterial cells were 
more damaged than under child conditions. Conversely, at 
the end of in vitro digestions, bacterial growth was noticed in 
the jejunum and ileum under both age conditions, but mainly 
in children. This growth renewal may be linked to the occur-
rence of less stringent conditions, such as pH values close to 
neutrality and lower bile salts concentrations due to their pas-
sive reabsorption (as occurs in humans). The higher growth 
observed during child digestions may be explained by the 
occurrence of less stressful conditions together with a higher 
small bowel transit time (25,26), as well as the “better” physi-
ological state of bacteria when entering the small intestine. As 
terminal ileum and colon are assumed to be the main sites of 
EHEC pathogenesis (27), this finding may partly explain why 
young children are a high-risk population for EHEC infection.
The next step was dedicated to the assessment of O157:H7 
virulence gene expression in the TIM model. Up to now, 
regulation of EHEC virulence genes was only investigated in 
oversimplified in vitro approaches integrating a single diges-
tive parameter, such as acidic pH or bile, and never under 
child conditions. Three genes mainly involved in the viru-
lence of EHEC strains were studied: (i) stx encoding Shiga 
Figure 3. Expression of Shiga toxin-encoding genes in the TIM system. stx 1/2 expression levels were measured by RT-qPCR in the gastric (a) and ileal (b) 
effluents of the TIM under child (in gray) and adult (in black) digestive conditions. Results are expressed as means of fold-induction ± SEM (n = 4). Time 
points statistically different from t0 at P < 0.05 (†), P < 0.01 (‡), and P < 0.001 (§). Child statistically different from adult at P < 0.01 (**).TIM, TNO gastrointes-
tinal model; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR.
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toxin, known as the main virulence trait of the pathogen and 
responsible for systemic complications (4), eae encoding inti-
min, required from intimate attachment to the host intestinal 
mucosa (5) and, (iii) lpf loci encoding Long Polar Fimbriae, 
adhesive factors assumed to be involved in key steps of EHEC 
pathogenesis, such as adhesion, translocation, and inflamma-
tion (28).
We showed for the first time that stx genes were upregu-
lated during gastric and small intestinal transit in the TIM 
system. These results suggest that EHEC O157:H7 would be 
able to produce its toxins from the stomach in the upper GI 
tract even if Stx-mediated cytotoxicity is generally associated 
with distal parts of the small intestine or large intestine (29). 
Interestingly, we found that expression levels of stx genes and 
related toxin production were larger under child compared 
with adult conditions, which is in accordance with the higher 
sensitivity of young children to EHEC infection and HUS. The 
large expression levels found in the gastric compartment in 
children may be related to less acidic conditions, as stx genes 
were not up-regulated under adult conditions where bacteria 
have to cope with a higher acidity. This hypothesis was sup-
ported by additional assays in the TIM system under “modi-
fied child” gastric conditions (child gastric pH curve combined 
with adult transit time) where stx was still over-expressed (data 
not shown). Our results are in accordance with those obtained 
by Yuk and Marshall (30) and Huang et al. (31) who showed 
a decrease in Stx production in O157:H7 after acid challenge 
in vitro, but not with those of Yin et al. (32) who observed the 
opposite trend in acid treated pig ligated intestine. In the small 
intestine, stx genes were up-regulated both under adult and 
child conditions. It may be related to the occurrence of neutral 
pH, but probably not linked to bile salts which do not increase 
stx expression in LB medium (33,34). Overexpression of stx 
genes did not result in Stx detection in the ileal effluents of 
adults, maybe due to concentrations under the detection limit 
and/or degradation under low gastric pH or by proteases. It 
is well established that Stx synthesis requires induction of Stx 
prophages, caused by any stress conditions provoking the SOS 
response (35). In our study, surprisingly, the high percentages 
of damaged cells observed under adult conditions in the TIM 
system were not associated with any detectable toxin, while 
significant amounts of Stx were measured in children where 
most of EHEC bacteria were unspoiled. We can then hypoth-
esize that toxin production observed during child digestions 
may be mostly linked to stx1 overexpression, as it does not 
necessarily require prophage induction and may also occur 
under conditions of low iron levels (29).
As for stx, eae, and lpf genes were up-regulated in the gastric 
and small intestinal compartments of the TIM system. This 
implies that the expression of EHEC adhesins, such as intimin 
and Lpf, can be induced even if the pathogen does not come 
into contact with the host cells. For both adhesins, higher 
expression levels were found under child conditions compared 
with adult ones, but only at the end of gastric or GI in vitro 
digestions. It is worth noting that eae and lpf overexpression 
occurs in children when most of bacterial cells have reached 
the distal parts of the small intestine. As initial EHEC bind-
ing is assumed to occur at the follicle-associated epithelium 
of Peyer’s Patches and villi of terminal ileum or colon (27), 
these results may suggest a higher ability to colonize in chil-
dren. Very few studies have investigated the effect of digestive 
parameters on eae or lpf expression. A significant decrease in 
eae gene transcripts was observed in vitro when bile salts were 
added (33,36) and in pig intestinal loops acidified at pH 2.5 
(32) while acid challenge (37) and bile salts (32,38) led to an 
up-regulation of lpf genes. Bile salts increase lpf2 but not lpf1 in 
O157:H7 (32), which may explain why lpf2 mRNA levels were 
higher than lpf1 ones in the small intestine. Current knowledge 
from literature does not provide any explanation from why lpf 
expression levels were higher under child conditions where a 
milder acidity and lower bile salt concentrations are found, 
nor why eae was mainly overexpressed in adults until 120 min 
digestion when the highest bile concentrations were found in 
the small intestinal compartments.
To conclude, our study shows that TIM model can provide 
meaningful insights into the comprehension of EHEC patho-
genesis. Taken together, our results indicate that differences 
in digestive physicochemical parameters related to age condi-
tions may partly explain the highest isolation rate of O157:H7 
in the feces of children and their higher sensitivity to EHEC 
Figure 5. Expression of intimin-encoding gene in the TIM system. eae 
expression levels were measured by RT-qPCR in the gastric (a) and ileal 
(b) effluents of the TIM under child (in gray) and adult (in black) digestive 
conditions. Results are expressed as means of fold-induction ± SEM (n = 4). 
Time points statistically different from t0 at P < 0.05 (†) and P < 0.001 (§). 
Child statistically different from adult at P < 0.01 (**). TIM, TNO gastrointes-
tinal model; RT-qPCR, reverse transcriptase-quantitative PCR.
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infection and HUS (1–3). Nevertheless, other extra-digestive 
factors, such as immaturity of the immune system and higher 
expression of Stx receptor on the surface of renal cells (39) are 
also known to contribute to the higher susceptibility of infants 
to HUS. Besides, it should be noted that the results obtained in 
this study may be strain-specific (9). To get a more complete 
picture of EHEC pathogenesis, similar experiments should be 
carried out with other non-O157 strains that are also involved 
in EHEC disease. Such data are essential in the designing of 
novel therapeutic approaches, particularly in the young chil-
dren high-risk population.
METHODS
TIM Gastrointestinal Model
The TIM model (TIM2013, TNO, Zeist, Netherlands) consists of four 
successive compartments simulating the human stomach, duodenum, 
jejunum, and ileum (Figure 7). The main parameters of digestion, 
such as body temperature, pH, peristaltic mixing and transport, gas-
tric, biliary, and pancreatic secretions and passive absorption of small 
molecules and water, are reproduced as accurately as possible. Briefly, 
each compartment is composed of glass units with a flexible inner 
membrane. Peristaltic mixing and body temperature are achieved by 
pumping water at 37°C into the space between the glass jacket and 
the flexible wall at regular intervals. Mathematical modeling of gastric 
and ileal deliveries with the Elashoff power exponential equation (f = 
1–2-(t/t1/2)β where t is the time of emptying and β a coefficient describ-
ing the shape of the curve) is used for the computer control of chyme 
transit. Chyme transport through the TIM is regulated by the peristal-
tic valves that connect the successive compartments. The volume in 
each compartment is monitored by a pressure sensor and pH is com-
puter-monitored and continuously controlled by adding either HCl 
or NaHCO3. Simulated gastric, biliary and pancreatic secretions are 
introduced into the corresponding compartments by computer-con-
trolled pumps. Water and products of digestion are removed from the 
jejunal and ileal compartments by pumping dialysis liquid through 
hollow fibers (SF 09L, Nipro, Zaventem, Belgium; cut-off 10 KDa).
In vitro Digestions
The TIM system was programmed to reproduce, based on in vivo 
data (16–26), the physicochemical digestive conditions observed in 
a healthy adult or young children (from 6 mo to 2 y) when a glass 
Figure 6. Expression of Long polar fimbriae-encoding genes in the TIM system. lpf 1/2 expression levels were measured by RT-qPCR in the gastric (a) and 
ileal (b) effluents of the TIM under child (in gray) and adult (in black) digestive conditions. Results are expressed as means of fold-induction ± SEM (n = 4). 
Time points statistically different from t0 at P < 0.05 (†), P < 0.01 (‡) and P < 0.001 (§). Child statistically different from adult at P < 0.05 (*) and P < 0.01 (**). 
TIM, TNO gastrointestinal model; RT-qPCR, reverse transcriptase – quantitative PCR.
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Figure 7. Gastric and small intestinal TNO gastrointestinal model (TIM). 
The TIM model is composed of four successive compartments simulating 
the human stomach (a) and the three parts of the small intestine, i.e., the 
duodenum (b), jejunum (c) and ileum (d).
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of water is ingested (Table 1). The bacterial suspension (200 ml) 
that was introduced into the TIM system consisted of mineral 
water experimentally contaminated with the reference strain EHEC 
O157:H7 EDL 933 (ATCC 43895) at a final concentration of 107 
CFU/ml. This strain was isolated from Michigan ground beef that 
was linked to a multistate US outbreak in 1982 involving contami-
nated hamburgers, in which E. coli O157:H7 was first associated with 
human disease (40). Two types of experiments were performed: gas-
tric digestions where the gastric compartment was solely used (total 
duration of 60 min) and GI digestions using the entire TIM model 
(total duration of 300 and 360 min for the adult and child protocol, 
respectively). During digestion, gastric, and ileal effluents were kept 
on ice and pooled on 0–10, 10–20, 20–40, and 40–60 min for gastric 
digestions and hour-by-hour for GI digestions. Digestions were run 
in quadruplicate. Samples were taken in the initial bacterial suspen-
sion (t0) and regularly collected during digestion in each digestive 
compartment (stomach, duodenum, jejunum, and ileum) and/or in 
the gastric and ileal effluents.
Bacterial Counting
Survival kinetics in each digestive compartment of the TIM model 
was determined by direct plating onto Luria Bertani (LB) agar (over-
night incubation at 37°C). Results were expressed as percentages of 
initial intake and cross-compared with those obtained with a theo-
retical nonabsorbable transit marker provided by the TIM system and 
indicating a 100% survival rate for bacteria. Bacterial curves below 
that of the transit marker will reflect cell mortality, while curves above 
the transit marker will be indicative of bacterial growth.
Physiological State of Bacteria
Physiological state of bacteria was determined by a live/dead anal-
ysis with flow cytometry. Bacteria from gastric and ileal effluents 
were double stained (LIVE/DEAD BacLight, Molecular probes, 
Whaltham, MA) with the green-fluorescent DNA stain SYTO 9 
labelling all bacteria and the red-fluorescent Propidium Iodide 
(PI) only penetrating and staining cells with damaged membranes. 
Adequate volumes of gastric or ileal effluents were centrifuged 
table 1. Set-point parameters of gastrointestinal digestions in the TIM system
Parameters of in vitro 
digestion Adult Child from 6 mo to 2 y old
pH
Gastric compartment (min/pH) Gastric compartment (min/pH)
 t = 10 → 3.2  t = 10 → 5.7
 t = 20 → 2.4  t = 20 → 5.3
 t = 40 → 1.8  t = 40 → 4.5
 t = 60 → 1.6  t = 60 → 3.2
 t = 90 → 1.5  t = 90 → 2.0
Duodenal compartment: 6.4 Duodenal compartment: 6.4
Jejunal compartment: 6.9 Jejunal compartment: 6.9
Ileal compartment: 7.2 Ileal compartment: 7.2
Based on in vivo pH (14) Based on in vivo pH (15)
Transit time
Stomach: t1/2 = 15 min, β = 1 Stomach: t1/2 = 20 min, β = 1.2
Ileum: t1/2 = 150 min, β = 2.4 Ileum: t1/2 = 190 min, β = 1.7
Based on in vivo transit time (16,25) Based on in vivo transit time (17,26)
Digestive secretions
Gastric compartmenta
130 IU/min of pepsin (18) (P7012 Sigma-Aldrich, St Quentin, France) 130 IU/min of pepsin (19) (P7012 Sigma-Aldrich)
5 IU/min of lipase (18) (DS Amano Pharmaceutical, Aichi, Japan) 5 IU/min of lipase (19,20) (DS Amano Pharmaceutical)
0.25 ml/min of HCl 0.3 mol/l (according to pH) 0.25 ml/min of HCl 0.1 mol/l (according to pH)
Duodenal compartment
Bile saltsb 4% during the first 30 min and then 2% (21) (B8631 and F48305 
Sigma-Aldrich)
Bile saltsb1% (22) (B8631 and F48305 Sigma-Aldrich)
Pancreatic juice 7% (18) (P1750 Sigma-Aldrich) Pancreatic juice 3.5% (23) (P1750 Sigma-Aldrich)
Trypsin 3.4 mg (24) (T4665 Sigma-Aldrich) Trypsin 3 mg (19) (T4665 Sigma-Aldrich)
0.25 ml/min of intestinal electrolytes solution 0.25 ml/min of intestinal electrolytes solution
0.25 ml/min of NaHCO3 0.5 mol/l (according to pH) 0.25 ml/min of NaHCO3 0.5 mol/l (according to pH)
Jejunal compartment
0.25 ml/min of NaHCO3 0.5 mol/l (according to pH) 0.25 ml/min of NaHCO3 0.5 mol/l (according to pH)
Ileal compartmenta
0.25 ml/min of NaHCO3 0.5 mol/l (according to pH) 0.25 ml/min of NaHCO3 0.5 mol/l (according to pH)
Jejunal and ileal 
dialysis
10 ml/min 10 ml/min
Ileal absorption 0.4 ml/min 0.4 ml/min
The table gives the main parameters of the TNO gastrointestinal model (TIM) when simulating digestive conditions of a healthy adult or child after intake of a glass of water. aA power 
exponential equation (f = 1–2−(t/t1/2)β where f represents the fraction of meal delivered, t the time of delivery, t
1/2
 the half-time of delivery, and β a coefficient describing the shape of the 
curve) was used for the computer control of gastric and ileal deliveries. bBile is composed of porcine bile extract 1/3 and bile salts 2/3 (deoxycholate and cholate).
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(9,000×g, 20°C, 5 min) and bacterial pellets were suspended in phos-
phate buffer at pH 7.3 to get a final concentration of ~106 CFU/ml. 
Bacterial suspensions were incubated for 15 min at room tempera-
ture in the dark with SYTO 9 (5 µmol/l) and PI (30 µmol/l), accord-
ing to the manufacturer’s instructions. Flow cytometry analysis was 
performed on a CyFlow SL cytometer and data were collected with 
FlowMax software version 2.3 (Partec, Sainte-Geneviève-des-Bois, 
France). Gating on forward-angle light scatter/side-angle light scat-
ter was used in order to differentiate bacteria from the background, 
then the combined red and green fluorescence dot-plots were used 
to distinguish among the various subpopulations. Statistical tables 
that show percentages of marked cells determined by each detector 
were used to analyze data.
Expression of Virulence Genes
Reverse transcription (RT)-PCR was used to follow the expression 
of stx 1, stx 2, eae, lpf 1, and lpf 2 virulence genes in the gastric and 
ileal effluents of the TIM. Total RNA was extracted using TRIzol 
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). RNAs were reversely transcribed 
using the PrimeScript RT Reagent Kit (TAKARA Bio, Shiga, Japan). 
q-PCR was performed using SYBR Green qPCR Master Mix (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Germany) on a CFX96 Touch Real-Time 
PCR Detection System (Biorad, Hercules, CA) with the specific prim-
ers indicated in Table 2. Enterobacteriaceae rRNA 16S was used as 
housekeeping gene for quantification of mRNA expression. Fold-
induction was calculated using the Ct method as follows:
ΔΔCt = (Cttarget gene – Cthousekeeping gene)at time t – (Cttarget gene − Cthousekeeping gene)at t0 
and the final data were derived from 2−ΔΔCt.
Toxins Production
Stx1 and Stx2 produced by O157:H7 in the ileal effluents of the TIM 
system were dosed by enzyme-linked immunosorbent assay using 
the Ridascreen Verotoxin kit (R-Biopharm, Darmstadt, Germany) 
according to the manufacturer’s instructions. Stx concentrations were 
determined by measuring a change in absorbance of the digestive 
samples using the Multiskan spectrum reader (Thermo Scientific, 
Waltham, MA) set at 450 nm. Supernatant from an overnight culture 
of EDL 933 was used to establish standard calibration curves.
Statistical Analysis
Values are given as means and SEM (n = 4). Significant differences 
in survival between treatments and time points were testing using 
a nonparametric analysis of repeated measures with the “f1.ld.f1” 
function of the R package “nparLD” in R 3.1.2 R (Development Core 
Team 2015). In case of a significant treatment effect, Tukey contrast 
effects of survival between the two treatments for each time point 
were calculated using the function “nparcomp” of the R package 
“nparcomp”. In case of a significant interaction effect, a linear mixed 
effect model with a random intercept on experiments taking into 
account the repeated measures was performed and followed by func-
tion “diffsmeans” of the package “lmerTest”. The kinetics of virulence 
genes expression was tested with the “ld.f1” function of the R pack-
age nparLD. In case of a significant time effect, pairwise comparisons 
with Bonferroni adjustment were performed.
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L’objectif de cette étude était d’utiliser le modèle de digestion TIM 1 afin d’évaluer et 
de comparer la survie et la virulence des EHEC dans des conditions digestives simulant l’adulte 
ou l’enfant.  
 
Ainsi, les paramètres du TIM 1 pouvant être contrôlés et ajustés, nous avons mis au 
point un nouveau protocole simulant la digestion de l’enfant de moins de deux ans. Nous avons 
pu déterminer en comparant avec les conditions « adulte », l’impact de l’environnement digestif 
de l’enfant sur la survie et la virulence d’une souche EHEC O157:H7. Dans nos travaux, deux 
gènes de virulence ont été étudiés : les gènes codant le principal facteur de virulence des EHEC 
et responsable des complications systémiques, les Shiga-toxines (Stx1 et Stx2) et les « Long 
polar fimbriae » (Lpf), des adhésines supposées être impliquées dans les étapes clefs de la 
pathogénicité telles que l’adhérence, l’inflammation et l’interaction avec les plaques de Peyer 
(publication n°3).  
 
 
Mise au point d’un nouveau protocole permettant de reproduire les 
conditions digestives de l’enfant dans le système TIM 1
 
Le premier objectif était de mettre en place un protocole in vitro pour le modèle TIM 1 
reproduisant les conditions digestives des nourrissons après la prise d'un verre d'eau. L'eau a 
été choisie comme « matrice alimentaire » pour deux raisons: l'eau contaminée a été impliquée 
dans des grandes épidémies à EHEC (Saxena et al., 2015) et pour des facilités techniques, en 
particulier l’extraction de l'ARN qui serait plus compliqué si les échantillons digestifs étaient 
«pollués» par des constituants alimentaires. 
 
Une recherche bibliographique a été réalisée afin d’identifier les paramètres physico-
chimiques propres au tractus gastro-intestinal du nourrisson et ensuite les appliquer dans le 
modèle TIM 1. Les études retenues impliquent des nourrissons en bonne santé, âgés de 6 mois 
à deux ans, qui ont ingérés un repas liquide de préférence de l’eau et dont les paramètres de 
digestion tel que le temps de transit, ont été approuvés par une large communauté scientifique. 
Cette tranche d’âge a été retenue selon plusieurs critères : (i) les nourrissons de moins de 3 ans
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sont une population à haut risque dans les infections à EHEC et en particulier dans le 
développement du SHU, (ii) les nouveau-nés (moins de 6 mois) ont pour la plupart un régime 
alimentaire exclusivement composé de lait et en conséquent ont une physiologie digestive 
particulière adaptée et (iii) les enfants de plus de 2 ans ont un tractus gastro-intestinal mature et 
donc aucune différence ne serait observée avec la digestion adulte. 
 
Chez l’enfant, l’acidité gastrique diminue plus lentement mais les principales 
différences entre enfant et adulte ont lieu au niveau intestinal où les concentrations des 
sécrétions (bile et pancréatique) sont plus faible et le temps de transit augmenté.  
 
 
Survie des EHEC dans l’environnement digestif simulé de l’enfant 
 
Afin de déterminer l’influence des paramètres digestif « adulte » ou « enfant » sur la 
survie de O157:H7 EDL933, nous avons évalué et comparé le taux de survie du pathogène dans 
le TIM 1 dans les deux conditions. La survie de O157:H7 est évaluée au cours du temps, 
compartiment par compartiment, en utilisant deux techniques complémentaires : par 
dénombrement, en comparant les profils obtenus pour le pathogène avec ceux du marqueur de 
transit, ces profils variant en fonction de la matrice alimentaire ingérée et par cytométrie en 
flux, qui permet de différencier les cellules viables, mortes et celles ayant une membrane 
endommagée par les conditions de l’environnement digestif. Nos résultats montrent que les 
conditions physico-chimiques de l’enfant sont plus favorable à la survie du pathogène dans le 
tractus gastro-intestinal.
 
Ces différences peuvent en partie s’expliquer par une acidité gastrique plus rapide et des 
concentrations intestinales en acide biliaire plus importantes chez l’adulte. L’acidification du 
pH plus rapide pourrait jouer sur l’activation des systèmes de résistance à l’acidité des EHEC. 
Les EHEC pourraient ne pas avoir le temps de s’adapter et seraient donc plus sensible au pH 
gastrique adulte. Ce qui pourrait expliquer que les cellules susceptibles d’atteindre l’intestin 
grêle sont donc moins endommagées chez l’enfant que chez l’adulte comme nos données en 
cytométrie en flux le montrent. Comme précédemment décrit par Etienne-Mesmin, Livrelli et 
al. (2011), une croissance bactérienne est observée en fin de digestion. Cette croissance est 
beaucoup plus marquée dans les conditions « enfant » et corrèle avec une meilleure viabilité 
des cellules. Ce taux de mortalité plus élevé chez l’adulte pourrait être lié aux concentrations 
plus élevées en sels biliaires qui ont un effet bactéricide sur les E. coli bien documenté 
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entraînant une perturbation de l’intégrité de la membrane cellulaire (Merritt et Donaldson, 
2009). De plus, la croissance bactérienne plus élevée observée chez l’enfant peut être expliquée 
par la présence de conditions moins stressantes que chez l’adulte : temps de transit plus court 
ainsi que la viabilité plus importante des bactéries chez l’enfant suite au passage dans le 
compartiment gastrique. L’ensemble de ces résultats suggère que les conditions physico-
chimiques du tractus gastro-intestinal supérieur chez l’enfant permettent au pathogène une 
meilleure survie et sont moins stressantes pour les bactéries. De ce fait, une plus grande quantité 
de bactérie peut atteindre les parties distales de l'intestin grêle et du côlon chez les enfants, 
supposés être les principaux sites d’action des EHEC (Chong et al., 2007 ; Mariani-Kurkdjian 
et Bonacorsi, 2014). Cette étude est la première montrant que seules les conditions physico-
chimiques du tractus gastro-intestinal peuvent expliquer en partie la plus grande susceptibilité 
des enfants de moins de trois ans aux infections à EHEC. 
Le modèle TIM 1 est le plus proche des réalités physiologiques. Néanmoins, ce modèle 
ne permet pas d’estimer l’influence de l’épithélium intestinal et de la maturation du système 
immunitaire intestinal dans la susceptibilité de l’enfant aux infections à EHEC. De plus, le  
TIM 1 est un modèle dépourvu du microbiote intestinal. Avant trois ans, l’enfant n’a pas un 
microbiote mature de l’adulte or le microbiote a de nombreux rôle dans le renforcement de la 
barrière épithéliale intestinale (Otte et Podolsky, 2004), protège contre l’invasion de bactéries 
pathogènes (Duerkop et al.,2009) et participe aussi à la maturation de l’épithélium et du système 
immunitaire associé à la muqueuse intestinale (Hooper et al., 2004). L’étude de l’ensemble de 
ces caractéristiques permettrait de mieux comprendre la susceptibilité des enfants de moins de 
trois ans aux infections à EHEC. 
 
 
Expression des gènes de virulence des EHEC dans l’environnement digestif 
gastro-intestinal simulé de l’adulte et de l’enfant 
 
À ce jour, la virulence des EHEC dans l’environnement digestif n’avait été suivie que 
dans des approches in vitro simpliste où un seul paramètre à la fois était pris en compte tels que 
la valeur du pH ou la présence de sels biliaires. De plus, aucune étude n’a été faite dans des 
conditions digestives de l’enfant.  
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Nous avons étudié l’expression du principal gène de virulence responsable des 
symptômes les plus graves : les gènes stx1 et stx2 codant la Shiga-toxine. Dans les effluents 
gastriques enfants, les gènes stx1 et stx2 sont significativement surexprimés tout au long de la 
digestion par rapport à la condition adulte. Les conditions moins acides dans l’estomac chez 
l’enfant peuvent expliquer en parties cette surexpression. Ceci est en accord avec les résultats 
obtenus par Yuk et Marshall (2004) et Huang et al. (2007) qui ont montré une diminution de la 
production de Stx chez O157:H7 en condition acide, cependant en modèle de porc d’anses 
iléales, Yin et al. (2012) ont observé l’effet inverse de l’acidité. De plus, les niveaux 
d’expression sont significativement supérieurs pour Stx1 par rapport à Stx2 ce qui laisse penser 
que des mécanismes différents sont mis en place dans la régulation transcriptionnelle de ces 
gènes (Calderwood et Mekalanos, 1987 ; Wagner et al., 2001 ; Schüller 2011). Au niveau iléal, 
la surexpression de stx semble être supérieure en condition enfant mais aucune différence 
significative n’est observée par rapport à l’adulte étant donné la variabilité des données. En 
accord avec ces résultats, la quantité de Shiga-toxines produite augmente régulièrement dans 
les effluents iléaux « enfant » mais est indétectable par ELISA chez l’adulte ceci étant 
certainement dû à des concentrations trop faible pour être détectées. La neutralité du pH suite 
aux conditions acides de l’estomac peut expliquer cette surexpression chez les deux modèles. 
Les sels biliaires ne semblent pas être impliqué puisque lorsqu’ils sont ajoutés à du milieu de 
culture LB aucune influence sur l’expression des gènes stx n’est observée (Hamner et al.,  
2013 ; Kus et al., 2011). Enfin de manière globale, comme nous l’avons montré précédemment 
la meilleure viabilité des cellules bactériennes dans les conditions « enfant » peut expliquer 
aussi en partie la surexpression des stx dans les conditions « enfant » par rapport à celles 
« adulte ». 
 
Nous avons aussi suivi l’expression des sous-unités majeures A des Lpf des deux 
opérons (OI141 et OI154) décrits chez O157:H7 EDL933. L’expression des lpf dans les 
conditions gastriques et intestinales « adulte » a été décrit précédemment (publication n°3). 
Nos résultats montrent que l’expression des lpf est supérieure dans les conditions digestives de 
l’enfant. De manière intéressante, ces résultats indiquent que sans contact avec des cellules 
hôtes, l’environnement digestif suffit à induire l’expression d’adhésines bactériennes. Les sels 
biliaires et un pH neutre ont été décrit comme des facteurs activateurs de l’expression des lpf 
chez les AIEC (Chassaing et al., 2013) mais aussi chez les EHEC (Torres et al., 2007 ; Arenas-
Hernández et al., 2014, publication n°3). La concentration en sels biliaires chez l’enfant est
moins concentrée cependant les conditions digestives chez l’enfant semblent induire plus 
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fortement l’expression des gènes lpf que chez l’adulte. Les Lpf ne sont pas les adhésines 
majeures ; en effet, l’intimine codée par le gène eae est responsable des lésions d’attachement 
et effacement à la surface des entérocytes. Il serait donc intéressant d’étudier son expression 
induite par les conditions physico-chimiques du tractus digestif de l’adulte et de l’enfant.  
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Les E. coli entérohémorragiques sont des pathogènes zoonotiques responsables de toxi-
infections alimentaires pouvant évoluer vers des atteintes potentiellement mortelles chez 
l’Homme, comme le syndrome hémolytique et urémique. La survie des EHEC et l’expression 
des gènes de virulence dans l’environnement digestif humain, ainsi que leur interaction avec le 
microbiote résident et l’épithélium intestinal, sont des facteurs essentiels dans la 
physiopathologie de ces infections mais restent à ce jour mal connus. Pour des raisons évidentes 
d’éthique, des études sur le comportement des EHEC dans l’environnement digestif sont 
impossibles chez l’Homme et les modèles in vivo chez l’animal ne peuvent reproduire le spectre 
complet de la physiopathologie de l'infection (Ritchie, 2015 ; Mohawk et O’Brien, 2011). 
 
À ce jour, la survie et la virulence des EHEC dans l’environnement digestif humain ont 
été évalués principalement dans des systèmes in vitro statiques ne prenant en compte qu’un 
paramètre digestif à la fois – tels que le pH, la présence de sels biliaires, les métabolites produits
par le microbiote – donc dans des conditions restant éloignées de celles rencontrées chez 
l’Homme (Hamner et al., 2013 ; Yin et al., 2012 ; Schüller, 2011 ; Barnett Foster, 2013). Des 
travaux réalisés précédemment au laboratoire dans des modèles in vitro multi-compartimentés 
et dynamiques ont néanmoins permis d’évaluer la survie de la souche de référence E. coli 
O157:H7 EDL 933 dans l’estomac et l’intestin grêle simulés chez l’adulte en présence d’une 
matrice alimentaire (Etienne-Mesmin, Livrelli et al., 2011) et dans l’environnement colique in 
vitro dans des fermenteurs ensemencés avec le microbiote fécal d’un unique donneur adulte 
(Thévenot et al., 2013).  
 
L’étude et la recherche des facteurs de virulence impliqués dans les interactions des 
EHEC avec l’épithélium intestinal sont également nécessaires pour une meilleure 
compréhension de la physiopathologie des infections à EHEC. À l’aide de culture d’organe in 
vitro de biopsies intestinales humaines, Phillips et al. (2000) ont décrit un tropisme particulier 
des EHEC pour l’épithélium du follicule associé qui recouvre les plaques de Peyer de l’intestin 
grêle. Des travaux précédents au laboratoire ont permis par ailleurs de montrer que dans un 
modèle de culture in vitro de cellules M, les EHEC sont capables de transloquer au niveau de 
ces cellules présentes à la surface des plaques de Peyer et in vivo dans un modèle d’anses iléales 
murines, les EHEC interagissent préférentiellement avec les plaques de Peyer (Etienne-
Mesmin, Chassaing et al., 2011). Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans ce 
ciblage restent mal connus.
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Par ailleurs, l’absence de traitement spécifique a conduit à s’intéresser à des moyens 
préventifs et/ou curatifs alternatifs, comme l’utilisation de probiotiques, et notamment de 
levures du genre Saccharomyces. À ce jour, la majorité des travaux réalisés ont évalué l’effet 
bénéfique de Saccharomyces cerevisiae var boulardii (Dahan et al., 2003 ; Dalmasso et al., 
2006). Dans le cadre de travaux précédemment réalisés au laboratoire en modèles digestifs in 
vitro, nous avons pour notre part évalué l’effet antagoniste d’une autre souche Saccharomyces 
cerevisiae CNCM I-3856. Il est ainsi été montré, dans le système TIM 1, que cette levure 
diminuait significativement la reprise de croissance d’O157:H7 observée dans les parties 
distales de l’intestin grêle artificiel (Etienne-Mesmin, Livrelli et al., 2011). Cependant, 
l’administration simultanée de S. cerevisiae et O157:H7 dans des conditions coliques in vitro 
n’a montré aucun effet du probiotique sur la survie du pathogène (Thévenot et al., 2013).  
 
Les travaux réalisés au cours de cette thèse s’inscrivent dans la continuité de ces 
précédentes études.  
 
Dans un premier temps, l’objectif était de poursuivre l’étude du comportement des 
souches EHEC au cours de leur transit dans l’environnement digestif humain et plus 
particulièrement d’étudier l’expression des gènes de virulence du pathogène et d’étudier son 
interaction avec le microbiote résident et l’épithélium intestinal, à l’aide d’approches in vitro et 
in vivo complémentaires.  
 
Ainsi, à l’aide du modèle de digestion artificiel TIM 1, nous avons évalué dans le 
tractus digestif supérieur humain simulé la survie de souches EHEC et l’expression des 
gènes codant deux facteurs de virulence majeurs du pathogène (les Shiga-toxines et les « Long 
polar Fimbriae »), en conditions digestives adulte et enfant simulées, lorsque les bactéries sont 
ingérées en présence d’un verre d’eau (et non d’une matrice alimentaire comme dans les travaux 
précédents) (Article 3, Article 4). Nous avons dû, dans le cadre de ces travaux, adapter le 
modèle TIM 1, afin de simuler les conditions digestives de l’enfant de moins de trois ans, 
population présentant un risque accru de développer les complications les plus graves lors 
d’infections à EHEC (SHU). L’objectif de cette comparaison adulte/enfant était ainsi d’essayer 
de mieux comprendre le rôle des paramètres physico-chimiques du tractus digestif supérieur 
dans la plus grande susceptibilité des enfants aux infections à EHEC (Article 4).
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Puis, à l’aide de fermenteurs de type semi-continus (modèle ARCOL) ensemencés avec 
un microbiote fécal humain, nous avons évalué dans l’environnement colique humain 
simulé, le taux de survie et la régulation des principaux gènes de virulence des EHEC (codant 
les Shigatoxines et l’intimine) et étudié les interactions entre le pathogène et le microbiote 
colique (Article 2). Ces expériences ont été réalisées avec un inoculum fécal issu de trois 
donneurs adultes (et non d’un unique donneur comme dans les expériences précédentes). 
 
Enfin, l’étude des interactions des EHEC avec l’épithélium intestinal, et plus 
particulièrement les Plaques de Peyer, a été poursuivie à l’aide de deux approches : un modèle 
in vitro original de cellules M en culture et un modèle in vivo d’anses iléales murines. Nous 
avons plus particulièrement étudié l’implication d’un facteur de virulence particulier, les 
« Long polar fimbriae », dans l’interaction des EHEC avec les cellules M ou les plaques de 
Peyer (Article 3).
 
Dans un second temps, nous avons poursuivi les travaux précédemment réalisés au 
laboratoire avec la levure probiotique S. cerevisiae CNCM I-3856. Nous avons tout d’abord 
évalué la survie du probiotique tout au long du tractus digestif humain en utilisant les modèles 
in vitro TIM 1 et ARCOL et étudié les interactions entre le probiotique et le microbiote colique 
(Article 1). Puis, nous avons évalué l’effet antagoniste du probiotique sur la survie et la 
virulence des EHEC dans l’environnement colique humain in vitro, lorsque le probiotique est 
administré préalablement au pathogène (et non co-administré comme dans les études 
précédentes) (Article 2) et sur les interactions du pathogène avec l’épithélium intestinal 
dans un modèle in vivo d’anses iléales murines (Article 2).  
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PATHOGÉNICITÉ DES EHEC  
DANS L’ENVIRONNEMENT DIGESTIF HUMAIN SIMULÉ 
 
 
1. Survie et virulence des EHEC dans l’environnement digestif 
1.1 Survie des EHEC au cours du transit gastro-intestinal in vitro 
Pour coloniser un hôte et déclencher une pathologie, les EHEC doivent être capables de 
survivre aux conditions digestives drastiques rencontrées au cours de leur transit dans le tractus 
digestif humain. Etant donné que la dose infectieuse des EHEC est très faible, de l’ordre de 50 
à 100 microorganismes, la résistance et la tolérance aux conditions digestives chez l’homme 
sont un point important de la virulence des EHEC.  
 
 
Estomac 
L’acidité gastrique (pH compris entre 1,5 et 5) est le premier système de défense de 
l’organisme contre les micro-organismes pathogènes. Nous avons montré, dans le système  
TIM 1, que les EHEC O157:H7 résistent à l’acidité gastrique, que ce soit en conditions adulte 
ou enfant simulées, lorsqu’ils sont ingérés avec de l’eau. Cinq systèmes de résistance à l’acidité 
(AR1 à AR5) ont été décrits chez E. coli, cette résistance dépendent entre autres du régulateur 
général de réponse au stress σs codé par le gène rpoS et de la protéine de régulation CRP 
(protéine récepteur du cAMP) (Bearson, Lee, et Casey 2009). Les systèmes de résistance à 
l’acidité sont dépendants des conditions de culture et de la phase de croissance bactérienne mais 
répondent aussi différemment pour favoriser la survie des EHEC soit dans l’aliment, soit dans 
le tractus intestinal (Lin et al., 1996 ; Price et al., 2004 ; Foster, 2004 ; van Elsas et al., 2011). 
Il serait intéressant d’étudier l’expression des facteurs rpoS et CRP au cours de la digestion 
dans le TIM 1 dans le but de mieux comprendre la régulation des systèmes de résistance à 
l’acidité des EHEC dans l’environnement gastrique humain. Lors de travaux antérieurs réalisés 
au laboratoire, nous avions observé une sensibilité en milieu gastrique de la souche d’E. coli 
O157:H7 testée. Ces différences de résultats peuvent s’expliquer (i) par la nature des souches, 
un double mutant délété des gènes stx1 et stx2 ayant été précédemment utilisé, (ii) par la dose, 
un inoculum de 2,5x105 UFC/mL ayant été administré lors des premières expériences (versus 
107 UFC/mL dans notre travail), ou (iii) par la nature de la matrice alimentaire, les expériences 
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ayant été réalisées en présence d’un repas complet et non d’eau (Etienne-Mesmin, Livrelli et 
al., 2011). 
 
 
Intestin grêle 
Nous avons également montré une perte de viabilité d’O157:H7 dans le duodénum 
(uniquement dans les conditions adultes et non dans les conditions enfants), suivie d’une 
croissance dans les parties distales de l’intestin grêle, principalement dans l’iléon (plus 
importante chez l’enfant que chez l’adulte). Cette multiplication dans l’iléon peut s’expliquer 
par la présence de conditions environnementales moins agressives pour les bactéries, comme 
des concentrations plus faibles en sels biliaires et un pH proche de la neutralité. En effet, les 
sels biliaires sont des détergents qui peuvent être toxiques à des concentrations élevées en 
désorganisant la bicouche lipidique des membranes bactériennes (Thanassi et al., 1997). Leur 
réabsorption importante au niveau de l’iléon pourrait expliquer le développement des bactéries 
dans ce compartiment. 
 
 
Côlon 
Dans l’environnement colique humain in vitro, une élimination progressive du 
pathogène est observée, qui ne se maintient pas au cours du temps dans le fermenteur. Ces 
données sont en adéquation avec celles précédemment obtenues au laboratoire avec un 
inoculum fécal issu d’un unique donneur (Thévenot et al., 2013) et corrèlent avec les données 
cliniques. En effet, Tarr et al. (1990) ont montré que le recueil des selles de patients atteints de 
SHU devait s’effectuer au maximum quatre à six jours après le début des syndromes digestifs 
pour que l’analyse soit contributive. L’élimination des EHEC du milieu colique résulterait d’un 
effet « barrière » direct ou indirect (production de molécules inhibitrices) du microbiote 
intestinal humain. En effet, il a été montré que des souches d’E. coli commensales produisent 
des colicines inhibant la croissance des EHEC (Callaway et al., 2004 ; Schamberger  
et al., 2004).  
 
Peu de données concernant les interactions entre microbiote intestinal humain et EHEC 
sont disponibles à ce jour. Nos résultats suggèrent que l’influence des EHEC sur le microbiote 
colique pourrait être individu dépendant, même si un nombre plus important de donneurs et une 
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analyse plus poussée du microbiote seraient nécessaires pour confirmer cette tendance. Ces 
résultats laissent penser que des facteurs associés à l’hôte, comme le microbiote intestinal, 
pourraient influencer l’évolution clinique des infections à EHEC, comme précédemment 
suggéré par d’autres auteurs (Ashida et al., 2012 ; Keeney et Finlay 2011 ; de Sablet et al.,  
2009 ; Gamage et al., 2003 ; Toshima et al., 2007). 
 
Les AGCC sont les principaux métabolites produits par le microbiote colique. Dans 
notre étude, suite à l’administration des EHEC, aucune modification de l’activité métabolique 
fermentaire n’a pu être mise en évidence par le dosage des AGCC. En sens inverse, en modulant 
certaines populations bactériennes, l’activité métabolique du microbiote pourrait être modifiée 
et influencer la survie des EHEC : cela permettrait d’établir un « microbiote bénéfique ». En 
effet, en modèle murin, un effet inhibiteur du microbiote intestinal sur les EHEC a été observé 
via la production d’acides organiques comme l’acétate et le lactate (Momose et al., 2008).
 
Il est connu que la composition de la flore digestive se caractérise par des variations 
spatiales au sein d’un même individu (Hayashi et al., 2005) en particulier entre les différentes 
régions du côlon. À ce jour, les essais ont été réalisés dans un modèle colique mono-étagé. Des 
expérimentations complémentaires dans un modèle autorisant un accès différentiel aux 
différentes régions anatomiques du côlon humain, comme celui développé à l’EA-CIDAM 
(ECSIM; Feria-Gervasio et al., (2014)), permettraient donc de mieux appréhender la 
physiopathologie des EHEC dans l’environnement colique humain. Il serait également 
intéressant de tester l’influence du microbiote colique humain sur certains aspects de la 
physiopathologie des infections à EHEC (survie, inflammation, colonisation et translocation 
bactérienne) accessibles dans un modèle de souris gnotoxéniques humanisées avec les selles de 
nos donneurs.  
 
 
Conditions enfants 
D’après nos résultats, les EHEC sont capables de s’adapter à l’acidité gastrique mais 
semblent sensibles aux fortes concentrations en sels biliaires présents dans le duodénum. Les 
conditions digestives de l’enfant sont moins drastiques que celles de l’adulte, avec une chute 
de pH gastrique moins prononcée et moins rapide que chez l’adulte et des concentrations en 
sels biliaires plus faibles. Nous avons observé qu’un plus grand nombre de cellules et de surcroit 
en meilleur état physiologique (plus de cellules viables et moins de cellules avec une membrane 
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altérée) est retrouvé dans les effluents iléaux de l’enfant comparativement à l’adulte. Le site 
préférentiel d’action des EHEC étant à priori l’iléon terminal et le côlon (Chong et al., 2007; 
Mariani-Kurkdjian et Bonacorsi, 2014), ces données apportent un premier élément de réponse 
permettant d’expliquer la plus grande sensibilité des enfants aux infections à EHEC.  
 
Lors de ces travaux, nous avons utilisé la cytométrie de flux pour évaluer l’état 
physiologique des EHEC au cours du transit gastro-intestinal, grâce à des marqueurs permettant 
de distinguer les cellules viables, mortes ou présentant une membrane endommagée. De 
nouveaux essais pourront être conduits pour mieux appréhender l’état physiologique du 
pathogène, grâce à des marqueurs permettant d’évaluer le pH intracellulaire ou le potentiel de 
membrane (Bouix et Ghorbal, 2015 ; Chekabab et al., 2012 ; Tracy et al.,  
2010 ; Yang et al., 2010). La proportion des cas d’infections intestinales à EHEC qui évoluent 
vers un SHU est plus importante chez l’enfant et les personnes âgées (Mariani-Kurkdjian et
Bonacorsi, 2014). Une perspective intéressante à ce travail serait donc d’étudier le 
comportement des EHEC dans le tractus digestif supérieur (TIM 1) en intégrant des données 
spécifiques (temps de transit, pH, concentration en enzymes digestives) à la digestion de la 
personne âgée. De plus, le vieillissement est associé à une augmentation du temps de transit 
intestinal et une modification de la composition et de l’activité du microbiote colique 
(Woodmansey et al., 2004). On sait également que le microbiote des enfants de moins de 3 ans 
présente une composition différente de celle de l’adulte (Koleva et al., 2015). La survie et la 
virulence des EHEC dans l’environnement colique, ainsi que leur interaction avec le microbiote 
résident pourraient donc être étudiées en inoculant le fermenteur ARCOL avec des selles issues 
d’enfants ou de personnes âgées.  
 
 
 
 
1.2 Virulence des EHEC au cours du transit gastro-intestinal in vitro 
Estomac-Intestin grêle 
Dans ce travail, nous nous sommes également intéressés à la régulation des facteurs de 
virulence des EHEC dans le tractus digestif supérieur en utilisant le modèle TIM 1. Nous avons 
montré pour la première fois que l’expression des gènes codant deux principaux facteurs de 
virulence, les Shiga-toxines (Stx) et les « Long Polar Fimbriae » (Lpf) est activée dans les 
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conditions rencontrées dans l’estomac et l’intestin grêle, principalement dans les conditions 
digestives simulées de l’enfant. Les résultats obtenus au niveau de l’expression des gènes 
codant les Stx ont été confortés par ceux obtenus par dosage des toxines, puisque aucune toxine 
n’a pu être détectée dans les conditions adultes alors que des quantités croissantes sont produites 
au cours de la digestion chez l’enfant dans les effluents iléaux. Ces résultats montrent que, bien 
que l’iléon terminal et le côlon soient les sites d’action majeurs du pathogène, l’expression de 
certains facteurs de virulence peut-être initiée dès l’estomac. Ils montrent également que la 
surexpression d’adhésines comme les Lpf peut-être induite, même en absence de cellules 
intestinales. De plus, le fait que les niveaux d’expression des gènes de virulence soient plus 
élevés chez l’enfant comparativement à l’adulte pourrait également contribuer à expliquer la 
grande sensibilité des enfants aux infections à EHEC.  
 
Le pH gastrique et la présence de sels biliaires au niveau de l’intestin sont les principaux 
paramètres physico-chimiques dans notre modèle in vitro pouvant influencer l’expression des 
gènes de virulence des EHEC. Deux études par analyse transcriptomique ont permis de montrer 
l’influence de ces paramètres sur l’expression des gènes d’une souche O157:H7. House et al. 
(2009) ont ainsi montré que l’expression des gènes de virulence associés à l’adhésion, la 
mobilité et le système de sécrétion de type III (TTSS impliqué dans les lésions A/E) variait 
selon la nature et la durée d’exposition à un stress acide. Ainsi, la chute du pH gastrique plus 
lente chez l’enfant pourrait être un paramètre expliquant les différences d’expression des gènes 
stx et lpf observés entre l’adulte et l’enfant. Quant à l’effet des sels biliaires, Kus et al. (2011) 
ont montré que le gène stx2 est sous-exprimé en présence de sels biliaires ce qui concorde avec 
notre étude : une plus forte expression de stx est observée en conditions enfant où les 
concentrations en sels biliaires sont plus faibles.  
 
L’unique production de Stx est jugée insuffisante pour induire l’ensemble des aspects 
de la physiopathologie des infections à EHEC. Il serait intéressant d’évaluer l’expression 
d’autres gènes de virulence tels que les gènes impliqués dans la formation des lésions A/E ou 
des gènes permettant la survie des EHEC dans le tractus gastro-intestinal tels que les gènes de 
résistance à l’acidité. L’utilisation d’une biopuce transcriptomique intégrant l’ensemble des 
gènes du génome et du plasmide pO157 de la souche E. coli O157:H7 EDL933 permettrait de 
suivre dans sa globalité la régulation des gènes de virulence, en conditions digestives humaines 
simulées.
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Côlon 
L’expression des gènes de virulence codant les Stx et l’intimine (impliquée dans les 
lésions A/E) est augmentée dans un environnement colique humain simulé, comparativement 
aux conditions initiales. Ces résultats montrent encore une fois que la présence de cellules 
intestinales ne semble pas requise pour induire l’expression de facteurs d’adhésion comme 
l’intimine. Les conditions physico-chimiques propres à l’environnement colique pourraient à 
elles-seules expliquer l’induction de l’expression des gènes de virulence. En effet, Polzin et al. 
(2013) ont montré dans un milieu in vitro, exempt de microbiote et simulant les conditions 
physico-chimiques coliques, une augmentation de l’expression de facteurs de virulence comme 
EspP et EspB impliqués dans les lésions A/E, comparativement à une culture en milieu nutritif 
simple. D’autres études ont montré que la régulation des gènes de virulence des EHEC était 
dépendante de la présence du microbiote colique et de certaines espèces particulières. De Sablet 
et al. (2009) ont montré que le microbiote humain pouvait inhiber la transcription de stx2 en 
réprimant la transcription du régulateur majeur du système SOS (la protéine RecA) même lors 
de l’induction de ce dernier, et que cette inhibition peut être en partie attribuée à l’espèce 
Bacteroides thetaiotaomicron. Iversen et al. (2015) ont montré, au contraire, que cette espèce 
bactérienne induisait l’expression des gènes impliqués dans les lésions A/E.  
 
 
 
1.3 Limites des modèles in vitro utilisées et perspectives 
Concentrations cellulaires 
Afin de pallier des contraintes techniques et permettre notamment l’étude du 
transcriptome des EHEC, nous avons dû utiliser des concentrations supra-physiologiques en 
bactéries, de l’ordre de 107 UFC/mL. Seule une cinquantaine de bactéries peut suffire à induire 
un processus infectieux. On peut supposer que ces concentrations très élevées peuvent 
influencer la survie et la virulence des EHEC. En effet, le quorum sensing est un mécanisme 
permettant la synchronisation de l’expression ou de la répression de gènes spécifiques via la 
production de signaux moléculaires, des auto-inducteurs. Lorsque la densité de la population 
bactérienne est faible, l’auto-inducteur est diffus dans l’environnement alors qu’avec une forte 
densité, la plus forte concentration de l’auto-inducteur lui permet d’être perçu par les bactéries 
et d’agir sur ses gènes cibles et notamment des gènes de virulence (Walters et Sperandio, 2006).  
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Conditions d’oxygénation 
Les différents compartiments du système TIM 1 sont en aérobiose, alors qu’in vivo un 
gradient décroissant de concentration en oxygène s’établit le long du tractus digestif 
parallèlement à une augmentation de la densité bactérienne (bien qu’une zone d’oxygénation 
existe au voisinage de la surface de la muqueuse, générée par diffusion de l’oxygène à partir du 
réseau de capillaires des microvillosités). La capacité de l’oxygène à moduler la virulence des 
EHEC dans l’environnement digestif humain est très peu connue. Néanmoins, il a été 
récemment montré in vitro que l’environnement microaérobie de l’intestin humain favorise la 
macropinocytose de Stx2 à travers l’épithélium intestinal avec des teneurs en oxygène 
comprises entre 1,4 et 1,7% (Tran et al., 2014). De plus, par une approche protéomique, Polzin 
et al. (2013) ont montré, en cultivant E. coli O157:H7 EDL 933 dans un milieu in vitro simulant 
les conditions physico-chimiques iléales en microaérobie (2% d’oxygène), une augmentation 
de la biosynthèse de plusieurs protéines comme LuxS impliquée dans la formation d’AI-2 
(molécule signalisatrice de quorum sensing inter-espèces), comparativement à une culture dans 
du TSB (« tryptic soy broth »). Il serait donc intéressant d’étudier l’effet d’une réduction des 
concentrations en oxygène (en insufflant de l’azote dans les compartiments de l’intestin grêle) 
sur l’expression des facteurs de virulence des EHEC dans le TIM 1.  
 
Forces de cisaillement
Le brassage du chyme dans les différents compartiments du TIM 1 est reproduit par 
compression des parois flexibles grâce à un système d’eau sous pression. In vivo, les forces de 
cisaillement peuvent évoluer le long de tractus digestif et de la lumière intestinale à la 
muqueuse. Ces variations ne sont pas prises en compte dans le modèle TIM 1. L’influence de 
ces forces de cisaillement sur la virulence des EHEC est très peu connue. Récemment, Alsharif 
et al. (2015) ont montré in vitro qu’en présence de forces de cisaillement, équivalentes à celles 
retrouvées au niveau de l’intestin, les gènes du LEE sont surexprimés et que cela corrélait avec 
une augmentation de l’adhésion des bactéries aux cellules épithéliales. A l’heure actuelle, les 
modèles in vitro gastriques HGS (Human Gastric Simulator) et TIM-agc (TIM-advanced gastric 
compartment) et le modèle SHIME sont ceux intégrant le plus fidèlement possible ces forces 
de cisaillement (Kong et Singh; 2010 ; Minekus; 2015 ; Marzorati et al.; 2014). Ces modèles 
pourraient permettre l’étude de l’influence de ces forces mécaniques sur l’expression des gènes 
de virulence des EHEC tels que les gènes de résistance à l’acidité, de mobilité ou les gènes stx.  
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Microbiote résident 
Une des principales limites du TIM 1 est l’absence de microbiote au sein des 
compartiments reproduisant l’intestin grêle. Des expériences visant à implanter et stabiliser un 
microbiote iléal dans le système TIM 1 sont en cours de développement (Stolaki, 2010). 
L’importance du microbiote de l’intestin grêle, et plus particulièrement de l’iléon, sur la survie 
des EHEC et la régulation des gènes de virulence dans le tractus digestif supérieur pourrait ainsi 
être évaluée.  
 
De plus, le modèle in vitro ARCOL utilisé ne reproduit que la partie luminale de 
l’environnement colique. Or, il est connu que la composition du microbiote luminal est 
différente de celle du microbiote muqueux (Vermeiren et al., 2012). En particulier, les 
populations bactériennes associées au mucus dans le côlon ascendant comprennent des 
membres de Clostridium cluster XIVa (Vermeiren et al., 2012) qui ont la capacité de 
biosynthétiser du butyrate (Bernalier-Donadille, 2010), connu pour activer simultanément les 
gènes du LEE et des gènes flagellaires des souches EHEC (Tobe et al., 2011). Plusieurs modèles 
in vitro intègrent à ce jour ces microenvironnement sous la forme de tubes en verre contenant 
un gel de mucine (Macfarlane et al., 2005) ou de microcosmes couverts de mucine (Van den 
Abbeele et al., 2012). Ces dispositifs sont adaptables sur le modèle ARCOL et pourraient être 
utilisés dans l’avenir pour mieux appréhender les interactions des EHEC avec le microbiote
résident luminal et mucosal. Un transfert technologique a d’ailleurs déjà été initié avec 
l’Université de Ghent (Gand, Belgique) afin d’adapter leur système de microcosmes sur notre 
modèle ARCOL. 
 
 
Interactions avec l’hôte 
Nos modèles in vitro sont dépourvus de cellules intestinales. Nous avons pu constater 
que la présence de cellules épithéliales n’est pas indispensable pour induire une augmentation 
de l’expression des facteurs de virulence. Néanmoins, afin de pouvoir étudier les interactions 
hôte/pathogène, il serait intéressant de coupler les modèles in vitro TIM 1 et ARCOL avec des 
cellules en culture, comme cela l’a déjà été fait pour le système de Macfarlane et Gibson 
(Bahrami et al., 2011) ou le SHIME (Marzorati et al., 2014). Dans ce cadre, un couplage avec 
le module HMI – module bi-compartimenté avec une double couche fonctionnelle composée 
de mucus disposée sur une membrane de polyamide semi-perméable permettant une culture 
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d’entérocytes en interaction indirecte avec le milieu fermentaire – (Marzorati et al., 2014) 
développé à l’Université de Ghent serait idéal pour étudier le comportement des EHEC dans 
l’environnement colique muqueux, en conditions microaérobies et en prenant en compte les 
forces de cisaillement, et ce, tant au niveau transcriptomique que protéomique. Les interactions 
indirectes hôte-microbiote/pathogène pourraient également être étudiées en observant 
l’influence du sécrétome bactérien et ses effets immunomodulateurs sur les cellules intestinales 
en culture.  
 
 
 
 
 
2. Interaction des EHEC avec la muqueuse intestinale 
Long Polar Fimbriae et Plaques de Peyer 
Un tropisme particulier des EHEC avec les plaques de Peyer et plus particulièrement les 
cellules M a été décrit, les mécanismes moléculaires restant à définir (Phillips et al., 2000 ; 
Etienne-Mesmin, Chassaing, et al., 2011). Les données obtenues dans le modèle TIM-1 
montrent que la reprise de croissance d’E. coli O157:H7 s’accompagne d’une augmentation de 
l’expression des gènes lpf au niveau de l’intestin grêle, localisation préférentielle des plaques 
de Peyer. Nous avons également observé une diminution significative de la translocation via 
les cellules M pour des mutants isogéniques délétés des gènes lpf. De même, une diminution 
significative des interactions avec les plaques de Peyer a été observée dans un modèle in vivo 
d’anses iléales murines pour ces mutants. La trans-complémentation des mutants restaure leur
capacité à interagir avec les cellules M et avec les plaques de Peyer. Ces résultats indiquent que 
Lpf sont essentiels pour l'interaction des EHEC avec les plaques de Peyer murines in vivo. 
 
Des études complémentaires seraient nécessaires dans le but d’étudier quelles voies de 
signalisation sont activées/réprimées au niveau de l’épithélium intestinal suite à la l’interaction 
de la souche EHEC sauvage comparativement à la souche délétée des gènes lpf, ainsi que les 
conséquences d’un tel processus sur la mise en place d’une réponse immunitaire mucosale. En 
effet, plusieurs études ont montré que les Lpf induisaient in vitro une réponse inflammatoire au 
niveau des cellules de l’épithélium intestinal (Farfan et al., 2013 ; Vergara et al., 2014) mais 
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aucune donnée in vivo n’est disponible. Des expérimentations sur des souris infectées par la 
souche sauvage O157:H7 EDL933 ou les mutants lpf pourraient donner des informations 
complémentaires sur l’implication des Lpf dans la réponse immunitaire induite. De plus, il 
n’existe aucune donnée sur les gènes impliqués dans la survie des EHEC au sein des plaques 
de Peyer. Le gène gipA (growth in Peyer’s patches), identifié chez Salmonella enterica serovar 
Typhimurium, permettrait la survie des bactéries au sein des plaques de Peyer (Stanley et al., 
2000), comme cela vient d’être décrit chez les souches AIEC (Vazeille et al., 2015). L’étude 
du rôle de ce facteur chez les souches EHEC dans leur capacité de survie in vivo au sein des 
plaques Peyer pourrait être envisagée en délétant ce gène dans la souche sauvage. De plus, 
l’étude de la prévalence de gipA, ainsi que l’étude de la corrélation entre la présence de l’opéron 
lpf et du gène gipA au sein d’une collection de souches EHEC pourraient s’avérer intéressantes 
pour la compréhension de la physiopathologie des infections à EHEC. 
 
Long Polar Fimbriae et environnement digestif 
Nous avons montré dans le système TIM 1 que la présence des sels biliaires activait 
l’expression des gènes lpf et donc le pouvoir d’interaction des EHEC avec les plaques de Peyer 
(Philipps et al., 2000 ; Etienne-Mesmin, Chassaing et al., 2011). En effet, les sels biliaires 
libérés au niveau du duodénum par le canal provenant de la vésicule biliaire sont par la suite
réabsorbés au niveau de l’iléon terminal, conduisant ainsi à une très faible concentration en 
acides biliaires au niveau colique (Hofmann, 1999). Ainsi, les acides biliaires retrouvés au 
niveau iléal, et impliqués dans l’activation de l’expression des lpf chez les bactéries EHEC, 
pourraient être un facteur environnemental clef pour l’activation de la virulence des bactéries 
EHEC, ainsi que pour leur tropisme iléal.  
 
Dans le but de mieux comprendre l’importance de la régulation de l’expression des lfp 
chez les souches EHEC en conditions gastro-intestinales, il pourrait être intéressant de 
développer des souches possédant des gènes rapporteurs sous la dépendance des promoteurs 
des gènes lpf et d’étudier leur comportement en modèle murin, afin de confirmer in vivo, dans 
les différents compartiments, les données obtenues dans l’environnement digestif simulé.  
 
Parmi les « stress » rencontrés dans le tractus digestif supérieur, il est connu que la bile 
peut influencer l’expression des facteurs de virulence de plusieurs pathogènes entériques 
(Chassaing et al., 2013 ; Kus et al., 2011 ; Malik-Kale et al., 2008 ; Prouty et al., 2004 ; Hung 
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et Mekalanos, 2005). L’analyse par biopuce transciptomique du génome d’O157:H7 cultivée 
in vitro en « batch » en présence de sels biliaires a révélé une surexpression de différents gènes 
impliqués dans des voies métaboliques ou de virulence (Kus et al., 2011). L’influence des sels 
biliaires sur la survie et la régulation des gènes de virulence des EHEC, dont les gènes lpf, 
pourrait être évaluée en réalisant les mêmes expériences in vitro dans le TIM-1, mais sans 
apport de sels biliaires, et en comparant les données obtenues dans les deux cas. De même, des 
expériences de ligation du canal biliaire (Huang et al., 2011) pourraient être réalisées chez 
l’animal. Cette opération chirurgicale conduit à une absence complète de sécrétion biliaire au 
niveau iléal. Suite à l’infection de tels modèles murins, l’importance de la présence de sels 
biliaires sur la survie et la croissance des EHEC, sur l’expression des lpf et sur la virulence de 
ces bactéries pourrait être étudiée. L’utilisation du modèle Amacr-/-, modèle murin invalidé 
pour le gène codant l’enzyme alpha methylacyl coenzyme A racemase essentielle pour la 
biosynthèse des acides biliaires (Savolainen et al., 2004) pourrait également être envisagée.
 
 
Long Polar Fimbriae et stratégie thérapeutique 
Une autre perspective à ce travail serait d’identifier les récepteurs aux Lpf exprimés à 
la surface des cellules M. Des souches de Lactobacillus acidophilus sont capables d’adhérer 
aux plaques de Peyer, et ces interactions sont inhibées en présence de carbohydrates tels que le
mannose (Sun et al., 2010). Des lectines à la surface des Lactobacilles seraient donc capables 
de reconnaître spécifiquement des résidus mannose à la surface des plaques de Peyer. Des 
travaux préliminaires ont été mis en œuvre au laboratoire afin de déterminer l’effet des 
carbohydrates sur l’interaction des EHEC avec les plaques de Peyer et nos premiers résultats 
indiquent un rôle potentiel du mannose et de fucose. Ces travaux seront poursuivis afin 
d’identifier précisément les récepteurs mis en jeu et d’envisager des stratégies thérapeutiques 
innovantes. L’analyse de l’expression des récepteurs chez des personnes plus susceptibles aux 
infections à EHEC telles que les enfants ou les personnes âgées, ou ayant développé les 
symptômes lors d’une infection, comparativement à des sujets sains pourrait permettre de 
mieux comprendre les mécanismes de susceptibilité aux infections.  
 
Des stratégies thérapeutiques innovantes visant à bloquer l’expression des Lpf au niveau 
iléal pourraient également être étudiées. Il serait nécessaire d’identifier des molécules pouvant 
bloquer l’assemblage des Lpf, comme cela a été suggéré pour les pili de type 1 chez les E. coli 
uropathogènes via l’utilisation des pilicides (Aberg et Almqvist, 2007 ; Hedenström et al.,  
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2005 ; Svensson et al., 2001). Les pilicides sont des molécules qui ciblent la fonction de 
chaperonne et inhibent la synthèse des pili. D’autres molécules ont montré des effets inhibiteurs 
de la synthèse des adhésines Dr (blocage du système chaperonne-usher FGL) (Piatek et al., 
2013) ou des curli (Cegelski et al., 2009), prévenant également la formation de biofilm. 
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INFLUENCE D’UN TRAITEMENT PROBIOTIQUE À BASE DE 
LEVURE S. CEREVISIAE CNCM I-3856 
 
 
L’absence de traitement spécifique des infections à EHEC et le fait que l’antibiothérapie 
soit controversée (Panos et al:, 2006 ; Ulinski, 2013 ; Wong et al., 2000) ont conduit à 
s’intéresser à des moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs comme l’utilisation de 
probiotiques. La levure S. cerevisiae CNCM I-3856 – commercialisée sous le nom de Lynside® 
Pro GI + par la société Lesaffre Human Care – a été retenue au cours de cette thèse et son effet 
antagoniste vis-à-vis des EHEC évalué à l’aide d’approches in vitro et in vivo complémentaires.  
 
De précédents travaux ont permis de montrer certaines propriétés antagonistes de cette 
levure vis-à-vis de souches d’Escherichia coli pathogènes, dont les EHEC. En effet, elle permet
d’inhiber l’expression de gènes pro-inflammatoires induits par les ETEC et d’exercer une 
interaction physique (agglutination) entre le pathogène et les levures (Zanello et al., 2011). De 
plus, des travaux ont également montré l’intérêt de cette levure dans le traitement de la maladie 
de Crohn. En effet, l’administration de S. cerevisiae CNCM I-3856 permet de réduire la colite 
induite par des bactéries AIEC chez des souris exprimant le récepteur CEACAM6 
(CarcinoEmbryonic Antigen-related Cell Adhesion Molecule 6). L’administration du 
probiotique pourrait donc être envisagée dans un sous-groupe de patients atteints de la maladie 
de Crohn et exprimant anormalement ce récepteur (Sivignon et al., 2014). Enfin, au sein du 
laboratoire, Etienne-Mesmin, Chassaing et al., (2011) ont montré un effet inhibiteur de S. 
cerevisiae CNCM I-3856 sur la reprise de croissance d’E. coli O157:H7 observée dans les 
parties distales de l’intestin grêle dans le modèle de digestion artificielle TIM 1. 
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1. Survie de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans l’environnement 
digestif humain 
Un probiotique se définit comme un « microorganisme vivant qui, lorsqu’il est 
administré en quantité suffisante, exerce un effet bénéfique sur la santé de l’hôte » (FAO/WHO, 
2002 ; Hill et al., 2014). La viabilité étant un critère essentiel pour l’activité des probiotiques 
dans l’environnement digestif, la survie de S. cerevisiae CNCM I-3856 a été tout d’abord 
évaluée au cours de son transit dans le tractus gastro-intestinal humain à l’aide des modèles in 
vitro TIM-1 et ARCOL. Les doses de probiotiques testées au cours de ces travaux sont celles
administrées chez l’homme lors d’essais cliniques (Desreumaux et al., 2011). 
 
 
Estomac-Intestin grêle
Une viabilité proche de 100% a été observée dans les effluents iléaux du TIM 1 et cette 
survie n’est pas influencée par la matrice alimentaire. Du fait de sa forte tolérance aux 
conditions rencontrées dans le tractus digestif supérieur (et notamment au pH acide et aux sels 
biliaires), S. cerevisiae CNCM I-3856 apparaît comme un bon candidat pour une application 
thérapeutique au niveau des parties distales de l’intestin grêle, qui est le site d’action de 
nombreux agents infectieux intestinaux comme les EHEC mais aussi les ETEC. Cette levure 
présente donc un avantage par rapport à d’autres souches comme les bactéries lactiques qui sont 
des probiotiques à large spectre antimicrobiens mais sont le plus souvent sensibles au pH acide 
de l’estomac (Kailasapathy et Chin, 2000). Nos données indiquent également que le probiotique 
peut-être ingéré dans de l’eau ou un repas complet de manière indifférente. Comme nous 
l’avons signalé précédemment, une des limites du système TIM 1 est l’absence de microbiote 
intestinal, il serait ainsi intéressant de s’assurer que, en présence de ce microbiote, la levure 
conserve dans le tractus digestif supérieur, des taux de survie aussi élevés. 
 
 
Côlon 
Contrairement aux résultats obtenus dans le tractus digestif supérieur, malgré une
administration biquotidienne du probiotique, S. cerevisiae CNCM I-3856 ne se maintient pas 
dans le milieu colique à des concentrations semblables à celles de l’inoculum. Ces données de 
survie in vitro corroborent celles obtenues in vivo chez l’Homme pour différentes souches de 
S. cerevisiae où une élimination rapide des levures est observée dans les échantillons fécaux 
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dès l’arrêt du traitement (Klein et al., 1993 ; Pecquet et al., 1991). Cette élimination est 
certainement liée à l’« effet barrière » du microbiote colique. La capacité d'adhésion à la 
muqueuse intestinale est un des critères de sélection des probiotiques parce qu'elle est 
considérée comme une condition préalable à la colonisation et la croissance. Bien que les 
levures du genre Saccharomyces semblent présenter des capacités d’adhésion, celles-ci ne 
semblent pas suffisantes pour assurer une colonisation efficace du probiotique. 
 
 
 
 
 
2. Influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 dans le traitement des 
infections à EHEC 
Au cours de cette thèse, nous avons évalué l’effet antagoniste de la souche probiotique 
de levure S. cerevisiae CNCM-I 3856 vis-à-vis des EHEC. Les probiotiques peuvent exercer 
leur effet bénéfique via trois mécanismes d’actions majeurs: (i) l’antagonisme direct, (ii) 
l’exclusion et (iii) l’immunomodulation (Bermudez-Brito et al., 2012). Dans les paragraphes 
suivants, les effets antagonistes de la souche de levure étudiée vis-à-vis d’E. coli O157:H7 ont 
été répertoriés selon ces trois mécanismes d’action. 
 
 
 
2.1 Antagonisme direct 
Les probiotiques peuvent agir par antagonisme direct, c'est-à-dire en inhibant la 
croissance du pathogène ou l’expression de gènes impliqués dans la virulence (Preidis et al., 
2011). Préalablement à ces travaux de thèse, il avait été montré au laboratoire, dans le modèle 
TIM 1, que la levure S. cerevisiae CNCM I-3856 pouvait significativement inhiber la croissance 
d’E. coli O157:H7 observée en fin de digestion dans le jéjunum et l’iléon (Etienne-Mesmin, 
Livrelli et al., 2011). Le mécanisme n’avait pas été élucidé, mais il avait été suggéré que la 
levure pouvait soit produire des molécules, comme l’éthanol, qui aurait une activité inhibitrice 
(Czerucka et al., 2007), certainement en synergie avec d’autres constituants du milieu digestif, 
soit par compétition pour l’utilisation de nutriments. Dans notre étude, nous avons montré que 
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l’administration du probiotique préalablement à celle du pathogène n’influençait pas la 
cinétique d’élimination des EHEC de l’environnement colique dans le modèle ARCOL. L’effet 
inhibiteur observé dans la partie haute du tractus digestif n’a donc pas été retrouvé dans la partie 
colique. Cette différence s’explique peut-être par la présence du microbiote résident dans le 
modèle ARCOL, absent du modèle TIM 1, comme déjà souligné précédemment. Néanmoins, 
nous avons pu observer une inhibition de l’expression des gènes codant les Stx en présence des 
levures probiotiques dans l’environnement colique simulé. Afin de mieux comprendre cet effet 
inhibiteur des levures, il serait intéressant de refaire des essais avec des cellules de levures 
mortes, afin d’évaluer si la viabilité des microorganismes est requise pour exercer leur effet 
antagoniste. Néanmoins, les données obtenues en termes de modulation de l’activité du 
microbiote intestinal (augmentation de la production d’acétate), nous permettent d’avancer une 
hypothèse concernant cet effet inhibiteur, comme décrit dans le paragraphe suivant. 
Par ailleurs, une perspective intéressante à ce travail serait d’évaluer l’effet des levures 
probiotiques sur la survie et la virulence de souches EHEC dans le tractus digestif supérieur en 
conditions digestives simulées de l’enfant. 
 
 
 
2.2 Exclusion 
Les probiotiques peuvent également exercer leur action antagoniste vis-à-vis des 
pathogènes en altérant l’environnement dans lequel ils évoluent. Ainsi, ils peuvent moduler 
d’une manière bénéfique la composition et/ou l’activité du microbiote intestinal, peuvent 
limiter l’adhésion ou la translocation du pathogène à travers l’épithélium intestinal ou améliorer 
la fonction barrière de l’épithélium intestinal (Preidis et al., 2011). Plusieurs de ces stratégies 
ont été évaluées au cours de la thèse. 
 
Modulation du microbiote intestinal 
Nous avons donc étudié l’influence de S. cerevisiae CNCM I-3856 sur la composition 
et l’activité métabolique du microbiote colique implanté dans le modèle ARCOL, en présence 
d’E. coli O157:H7. Nos résultats suggèrent que l’effet de la levure probiotique sur le microbiote 
colique serait individu dépendant. Néanmoins, nos résultats doivent être confirmés avec un plus 
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grand nombre de donneurs et à l’aide de techniques de séquençage haut débit permettant 
d’obtenir une vision plus complète des modifications potentielles du microbiote (Vanhoutte et 
al., 2006). Quoi qu’il en soit, les modifications observées au niveau du microbiote des différents 
donneurs ne sont pas corrélées avec un effet du probiotique sur la survie des EHEC, qui n’est 
pas modifiée quel que soit l’inoculum fécal.  
 
Nous avons donc, dans un second temps, évalué l’effet du probiotique sur l’activité 
métabolique du microbiote. Nous avons montré que l’administration de S. cerevisiae CNCM I-
3856 (en présence du pathogène) permettait de moduler de manière bénéfique l’activité 
fermentaire du microbiote intestinal, en augmentant la production d’acétate et en diminuant 
celle du butyrate. En effet, le butyrate est connu pour activer simultanément les gènes du LEE 
et des gènes flagellaires des souches EHEC (Tobe et al., 2011) alors que la production d’acides 
organiques, comme l’acétate, conduit à une acidification du milieu associée à une diminution 
de la survie du pathogène et à une inhibition de l’expression des gènes stx (Asahara et al.,  
2004 ; Carey et al., 2008 ; Fukuda et al., 2011). Dans le modèle ARCOL, le pH est mesuré et 
ajusté finement en fonction du pH de consigne. Ainsi, nous n’avons pas pu observer 
d’acidification du milieu fermentaire dans notre modèle d’étude. Toutefois, aucune différence 
de volume journalier de soude introduite dans les bioréacteurs n’a pu être mise en évidence 
entre les différents traitements. Ainsi, l’effet inhibiteur observé vis-à-vis de l’expression des 
gènes stx, même s’il est peut-être lié à une production d’acétate, n’est pas médié par une 
diminution du pH du milieu colique. Des variations similaires (augmentation de l’acétate et 
diminution du butyrate) avaient été précédemment observées lors de l’étude de Thévenot et al. 
(2013) où les levures étaient administrées sur la base d’un traitement « curatif » (co-
administration) et non préventif. Ces données suggèrent que l’administration curative de 
probiotique serait suffisante pour induire les mêmes modifications de l’activité fermentaire du 
microbiote que le traitement préventif. 
 
À ce jour, nous avons évalué l’influence du probiotique sur le microbiote colique 
d’adultes. Une perspective intéressante à ce travail serait d’évaluer l’impact de la souche de 
levure sur la survie des EHEC dans l’environnement colique simulé du jeune enfant, connu 
pour être différents de celui de l’adulte (Woodmansey et al., 2004), et sur la composition et 
l’activité métabolique de ce microbiote. 
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Inhibition des interactions avec l’épithélium intestinal 
Les principaux sites d’action suggérés chez l’Homme pour les EHEC sont l’iléon 
terminal et le côlon (Chong et al., 2007 ; Mariani-Kurkdjian et Bonacorsi, 2014), avec un 
tropisme particulier pour les plaques de Peyer (Phillips et al., 2000). Etienne-Mesmin, 
Chassaing et al. (2011) ont aussi montré que l’épithélium du follicule associé aux plaques de 
Peyer devient hémorragique en présence du pathogène suite à l’action des Stx. Des études 
précédentes ont montré in vivo en modèle murin et in vitro en culture cellulaire que certaines 
souches probiotiques peuvent augmenter la fonction barrière de l’épithélium intestinal en cas 
d’infections par des EHEC (Turpin et al., 2010 ; Fukuda et al., 2011 ; Johnson-Henry et al., 
2008 ; Putaala et al., 2008). Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes intéressés à 
l’influence d’un traitement préventif à base de S. cerevisiae CNCM I-3856 sur la translocation 
d’E. coli O157:H7 EDL 933 au travers de l’épithélium iléal murin dans un modèle in vivo 
d’anses iléales. Nous avons montré pour la première fois que l’administration du probiotique 
limite significativement l’interaction du pathogène avec les plaques de Peyer, mais pas avec 
l’épithélium de la muqueuse. L’administration de la levure prévient également l’hémorragie 
des plaques de Peyer associée à une infection à EHEC. Nous pouvons donc supposer que ce 
traitement préventif à base de levures probiotiques permettrait de limiter à la fois la 
translocation des bactéries et de leurs toxines. 
A ce stade, la méconnaissance des mécanismes par lesquels les EHEC ciblent 
préférentiellement les plaques de Peyer rend difficile la compréhension du mécanisme d’action 
des levures. Toutefois, des données de la littératures indiquent que des probiotiques du genre 
Saccharomyces peuvent piéger certaines bactéries entéropathogènes, comme Salmonella 
Typhimurium, et ainsi diminuer leur translocation au travers de l’épithélium (Martins et al., 
2007 ; Tiago et al., 2013). Dans ce cadre, l’adhésion des EHEC à la surface de S. boulardii a 
déjà été observée (Gedek, 1999). Ce mécanisme d’adhésion des bactéries à la surface des 
levures ne semble pas nécessiter la viabilité des probiotiques et serait dépendant de la présence 
de mannose (Tiago et al., 2012).Par ailleurs, Sun et al. ont également montré que la présence 
de résidus mannose à la surface de l’épithélium du follicule associé aux plaques de Peyer 
murines était utilisé par Lactobacillus acidophilus (Sun et al., 2010).  
 
Des résultats complémentaires à notre étude ont montré que la levure S. cerevisiae 
CNCM I-3856 ne pouvait pas piéger à sa surface E. coli O157:H7. L’effet inhibiteur observé 
provient donc certainement soit d’un effet d’encombrement stérique, soit d’une compétition 
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FIGURE 48. Test in vitro de compétitivité dans l’interaction avec la muqueuse 
intestinale. 
Après sacrifice, des biopsies de muqueuse intestinale avec ou sans plaques de Peyer ont été 
récupérées et réparties en plaque 96 puits. Les tissus ont été infectés par les bactéries seules 
ou en présence de molécules à tester (probiotique ou carbohydrate) 1h à 37°C. Une fois les 
tissus lavés et broyés, les échantillons ont été étalés puis les microorganismes interagissant 
avec le tissu ont été dénombrés.  
entre le probiotique et le pathogène pour un récepteur à la surface des plaques de Peyer. Afin 
d’étudier plus spécifiquement ces mécanismes d’action, nous avons mis au point un test in vitro 
en plaque (FIGURE 48) : une biopsie de muqueuse intestinale murine avec ou sans Plaques de 
Peyer a été mise en contact en présence soit du pathogène seul, soit de la levure seule, soit des 
deux ensembles. En présence du probiotique, une inhibition de l’interaction des EHEC avec les 
plaques de Peyer a été observée. Cette inhibition ne se retrouve pas au niveau de la muqueuse 
dépourvue de plaques de Peyer. Ces résultats, concordants avec ceux obtenus in vivo, nous 
permettent de valider notre modèle. L’intérêt de ce dernier est d’évaluer directement l’effet de 
l’ajout de substances, tels que des carbohydrates, sur les interactions entre un microorganisme 
et l’épithélium intestinal. Ainsi, lors de nos tests, l’ajout de mannose diminue l’interaction 
d’O157:H7 avec les plaques de Peyer mais aussi avec la muqueuse intestinale. Malgré l’intérêt 
de ces premiers résultats, des expériences complémentaires doivent être réalisées, telles que 
établir un effet-dose ou tester différents carbohydrates, avant de pouvoir conclure sur
l’influence du mannose sur les interactions des EHEC avec l’épithélium intestinal.  
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Par ailleurs, afin de déterminer l’importance du microbiote sur cet aspect de la 
physiopathologie, l’utilisation de souris gnotoxéniques humanisées avec les selles de nos 
donneurs (ou d’enfants) serait intéressante. L’utilisation de souris axéniques permettrait 
également d’observer l’influence de l’immaturité des plaques de Peyer.  
 
 
 
2.3 Immunomodulation 
Enfin, les probiotiques peuvent exercer leurs effets bénéfiques en modulant la réponse 
immunitaire de l’hôte (Preidis et al., 2011). L’infection à EHEC induit une réponse 
inflammation colique caractérisée par la sécrétion de cytokines pro inflammatoires comme 
l’Interleukine-8 (IL-8) ou le TNF-α (Pearson et Hartland, 2014). S. cerevisiae CNCM I-3856 a 
déjà montré des propriétés anti-inflammatoires dans un modèle de colite induite chez la souris 
(Foligné et al., 2010) et lors d’infection à ETEC en modèle in vitro de cellules intestinales, en 
diminuant la synthèse de cytokines pro-inflammatoires (Zanello et al., 2011). Bien que 
l’immunomodulation soit un des mécanismes majeurs pouvant être utilisé par les souches 
probiotiques, cet aspect n’a pas été évalué au cours de ce travail de thèse.  
 
Dans un futur proche, nous envisageons d’utiliser des modèles cellulaires, seuls ou 
couplés avec nos modèles de digestion in vitro, afin d’évaluer l’effet immunomodulateur des 
levures probiotiques lors d’une infection à EHEC. Bien que plus pratique et fréquemment 
utilisée, l’évaluation de la réponse immunitaire de cellules sanguines à une stimulation par des 
probiotiques ne représente pas la réalité physiologique alors que l’étude de la réponse de 
cellules intestinales s’avère être un meilleur choix. Le profil de cytokines sécrétées par les 
lymphocytes, entérocytes et/ou cellules dendritiques mis en contact avec la souche probiotique 
S. cerevisiae CNCM I-3856 et les souches d’EHEC pourrait être établi. Ceci permettrait 
d’évaluer si la dite souche exerce ou non une action anti-inflammatoire dans un contexte 
d’infection à EHEC. Si oui, des études plus approfondies pourront être réalisées afin de
déterminer les modes d’action précis des probiotiques sur l’immunité de la muqueuse intestinale 
et systémique.  
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3. Probiotiques : perspectives d’utilisation dans les infections à EHEC  
Au cours de ce travail de thèse, nous avons envisagé l’utilisation de probiotiques dans 
la prévention et/ou le traitement des infections à EHEC, dans le cas où ceux-ci seraient 
administrés chez l’homme. Chez l'homme, l'utilisation la plus appropriée de tels probiotiques 
serait certainement de les administrer aux populations à risque (jeunes enfants, personnes âgées) 
lors de cas sporadiques ou d’épidémies à EHEC, comme un complément aux traitements 
symptomatiques disponibles. Une autre possibilité serait de traiter l'entourage immédiat des 
personnes infectées dans le but de minimiser ou de prévenir les transmissions secondaires. Par 
ailleurs, les probiotiques pourraient également être donnés aux patients souffrant de diarrhées 
aqueuses, afin de prévenir les complications systémiques potentielles dans le cas où une 
infection à EHEC serait confirmée.  
 
Les probiotiques sont disponibles sous forme de compléments alimentaires (en 
comprimés, gélules ou poudres) ou comme aliment probiotique avec une allégation de santé 
(e.g. yaourt) (Foligné et al., 2013). En ce qui concerne les EHEC, aucune étude n'a estimé 
l'influence de la forme galénique sur l’action antagoniste des probiotiques et très peu ont évalué 
l’activité des probiotiques lorsqu’ils sont administrés dans un véhicule alimentaire (Arena et 
al., 2014 ; Russo et al., 2014), laissant un large champ d’investigation. En particulier, il serait 
intéressant d’étudier l’influence du mode d'administration sur l'activité antagoniste des 
probiotiques contre des souches EHEC dans l'environnement digestif humain simulé. Selon 
l'utilisation prévue d'un probiotique, un médicament ou un complément alimentaire, les 
exigences réglementaires diffèrent (Hoffmann, 2013 ; Venugopalan et al., 2010 ; Miquel et al., 
2015). Le scénario le plus probable pour les probiotiques dans le traitement des infections à 
EHEC chez l’Homme est leur commercialisation comme médicament, ce qui imposerait la 
démonstration de leur l'efficacité et de leur innocuité.
 
L’utilisation de probiotiques pourrait également être étendue à l’ensemble de la chaîne 
alimentaire, depuis le réservoir des EHEC, en passant par les vecteurs de contamination à savoir 
les aliments, jusqu’à l’homme. Le tractus gastro-intestinal des bovins étant le principal réservoir 
des EHEC, de nombreuses stratégies de lutte basées sur le développement de probiotiques chez 
l’animal, en particulier de bactéries lactiques, ont déjà été envisagées afin de diminuer le 
portage et l’excrétion fécale du pathogène et ainsi réduire les risques de dissémination dans 
l’environnement et de contamination de l’homme (Brashears, Jaroni et al., 2003 ; Brashears, 
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Galyean et al., 2003 ; Chaucheyras-Durand et Durand, 2010 ; Tkalcic et al., 2003). L’addition 
de souches de bactéries ou de levures possédant des propriétés inhibitrices directement dans les 
aliments à risque (steaks hachés ou fromages) semble également être une piste intéressante dans 
la lutte contre les infections à EHEC. Ainsi, il pourrait être envisagé d’enrichir en probiotiques 
des aliments, en particulier ceux impliqués dans les épidémies majeures. Des résultats 
prometteurs ont été observés dans un modèle de souris ayant reçu un yaourt enrichi en 
Lactobacillus acidophilus La-5, où une diminution de l’expression des gènes de virulence 
codant les toxines, le TTSS ou des gènes du quorum sensing des EHEC O157:H7 ont été 
observés (Zeinhom et al., 2012). Ces premiers résultats chez l’animal laissent entrevoir la 
possibilité d’extrapoler ces effets à l’homme.  
 
Enfin, afin de potentialiser les effets observés dans notre étude pour la levure S. 
cerevisiae CNCM-I 3856, on pourrait envisager d’évaluer l’effet antagoniste vis-à-vis des
EHEC soit d’un « cocktail » de souches probiotiques (associant par exemple bactéries et 
levures), soit d’une association de notre souche probiotique avec des probiotiques 
(synbiotique). Néanmoins, avant de réaliser de nouvelles études in vivo et in vitro dans les 
modèles de digestion artificielle, un pré-screening de prébiotiques et de souches probiotiques 
candidats devra être réalisé (e.g. activité anti-bactérienne, production de molécules inhibitrices, 
test d’adhésion et/ou activité immunomodulatrice). 
 
 
 
 
 
 
 
285 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSION GÉNÉRALE 
CONCLUSION GÉNÉRALE 
286 
FIGURE 49. Comportement des EHEC au cours de leur transit dans l’environnement 
digestif humain.
En modèles digestifs in vitro, la souche EHEC O157:H7 survit dans l’estomac voire se multiplie dans 
les parties distales de l’intestin grêle, alors qu’elle ne se maintient pas dans l’environnement colique 
mais module de façon individu-dépendante les principales populations microbiennes. Les gènes de 
virulence codant les Stx et les Lpf sont surexprimés dans les parties hautes du tractus digestif humain. 
Les conditions rencontrées dans le tractus digestif supérieur de l’enfant, comparativement celui de 
l’adulte, conduisent à une survie et une expression des gènes codant Stx et Lpf plus élevées. Enfin, les 
Lpf semblent jouer un rôle clef dans le ciblage spécifique des cellules M et le tropisme des EHEC pour 
les plaques de Peyer. 
FIGURE 50. Influence de la levure probiotique S. cerevisiae CNCM I-3856 dans les 
infections à EHEC 
Le probiotique ne modifie pas la survie du pathogène dans l’environnement colique mais est capable de 
moduler de façon individu-dépendant les principales populations microbiennes coliques, de moduler 
favorablement l’activité fermentaire du microbiote colique (augmentation du niveau d’acétate et 
diminution de celui de butyrate) et de diminuer l’expression des gènes stx. De plus, le probiotique est 
capable d’inhiber spécifiquement l’interaction des EHEC avec les plaques de Peyer. 
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Pour conclure, nous avons ainsi montré, dans des modèles digestifs in vitro, qu’une 
souche EHEC de sérotype O157:H7 peut survivre dans l’estomac, voire de se multiplier dans 
les parties distales de l’intestin grêle, alors qu’elle ne peut se maintenir dans l’environnement 
colique. Pour la première fois, nous avons aussi mis en évidence que des gènes de virulence 
majeurs comme ceux codant les Stx ou des adhésines (intimine et Lpf) sont surexprimés dès les 
parties hautes du tractus digestifs, et ce, même en absence de cellules de la muqueuse digestive. 
Nos résultats montrent également que les conditions rencontrées dans l’environnement digestif 
de l’enfant, comparativement à celui de l’adulte, conduisent à une survie et un niveau 
d’expression des gènes codant les Stx et les Lpf plus élevés chez l’enfant, ce qui peut contribuer 
à expliquer la grande sensibilité de cette population aux infections à EHEC. Enfin, à l’aide de 
modèles in vitro et in vivo de l’épithélium intestinal, nous avons montré que les Lpf jouent un 
rôle clé dans le ciblage spécifique des cellules M et le tropisme des EHEC pour les plaques de 
Peyer.
 
Parallèlement, nous avons montré que la levure probiotique S. cerevisiae CNCM I-3856 
semble être un bon candidat potentiel dans une stratégie de lutte contre les infections à EHEC. 
En effet, cette levure présente un taux de survie très élevé dans l’estomac et l’intestin grêle 
humain simulé et a montré des propriétés antagonistes intéressantes vis-à-vis du pathogène à 
différents niveaux : (i) elle  diminue significativement l’expression des gènes stx dans 
l’environnement colique in vitro, (ii) elle module de manière bénéfique l’activité métabolique 
du microbiote colique et (iii) elle inhibe la translocation bactérienne au travers des plaques de 
Peyer et les lésions hémorragiques associées in vivo dans un modèle murin d’anses iléales.  
 
L’ensemble des travaux présentés au cours de cette thèse a permis d’obtenir, à l’aide 
d’approches complémentaires in vitro et in vivo, des éléments nouveaux sur la survie et la 
virulence des EHEC dans l’environnement digestif humain simulé et l’intérêt d’une stratégie 
probiotique dans la lutte contre le pathogène. Une meilleure connaissance de la pathogénicité 
des EHEC, et leur maîtrise tout au long de la chaîne de transmission grâce à des stratégies 
alternatives, comme l’utilisation de probiotiques, constituent des enjeux majeurs, non 
seulement sur le plan de la santé publique, mais aussi sur le plan économique. 
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PROPRIÉTÉS D’ADHÉSION DES EHEC AUX CELLULES 
ÉPITHÉLIALES INTESTINALES 
 
 
Afin de mieux comprendre les premières étapes du processus physiopathologique des 
infections à EHEC, les capacités d’adhésion à différentes lignées de cellules épithéliales 
intestinales d’une collection de souches établie par l’équipe M2iSH ont été testées dans des 
modèles in vitro. Nous disposons de 256 souches STEC / EHEC isolées chez l'homme, dans les 
aliments ou à partir de matières fécales bovines. Les tests d'adhésion in vitro ont été effectués 
sur trois lignées cellulaires couramment utilisées : T84 (carcinome de côlon humain), HCT-8 
(carcinome iléo-caecal humain) et HEp-2 (carcinome de larynx humain). Seulement 18% des 
souches de la collection sont adhérentes dans nos modèles, et les niveaux d’adhésion sont 
globalement faibles par comparaison avec les souches enteropathogènes de référence. Il est
intéressant de noter que 51% des souches EHEC isolées chez l'homme, 34% de celles issues 
des aliments et seulement 8% des souches isolées chez les bovins sont capables d’adhérer aux 
cellules épithéliales. Globalement, les souches du seropathotype B sont les plus adhérentes.  
 
Aucun lien n’a cependant pu être mis en évidence entre la capacité d’adhésion aux lignées 
cellulaires testées et le pouvoir pathogène : certaines souches pathogènes de sérotype O157:H7 
(seropathotype A) présentent des niveaux d’adhésion très faibles, alors que des souches 
hautement adhérentes appartiennent à des sérotypes qui ne sont jamais isolés en situation 
pathogène chez l’homme (seropathotype E). Tous les isolats ont été analysés pour la présence 
de gènes codant pour des facteurs supposés impliqués dans les mécanismes d’adhésion. Seuls 
les gènes eae et ToxB ont été clairement associés à l'adhésion sur les lignées cellulaires testées. 
 
Notre travail a permis de montrer que les tests d’adhésion in vitro ne constituent pas un 
outil pertinent pour évaluer la virulence et la capacité à provoquer des épidémies des STEC, et 
ne reflètent probablement pas les interactions moléculaires qui se produisent in vivo. 
Développer des modèles appropriés pour étudier les mécanismes de colonisation est une étape 
indispensable à la conception de nouvelles approches thérapeutiques vis-à-vis des infections à 
EHEC. 
 
Les travaux réalisés sur les propriétés d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales ont
fait l’objet d’une publication internationale. 
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Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are able to cause serious illnesses ranging
from diarrhea to hemorrhagic colitis and hemolytic-uremic syndrome (HUS).These bacteria
colonize the digestive tract of humans and produce Shiga-toxins, which are considered to
be essential for virulence and are crucial in lethal infection. Colon colonization is supposed
to be a determinant step in the development of the infection, but the virulence traits that
mediate this step are unclear. We analyzed the ability of 256 STEC strains belonging to
seropathotype A (the most virulent O157:H7 serotype) to seropathotype E (not involved
in human disease) to adhere to HEp-2, HCT-8, and T84 cell lines. Of the 256 STEC tested
most (82%) were non-adherent in our assays. The adhesion levels were globally low and
were not related to pathogenicity, although the highest levels were associated to O26:H11
and O103:H2 strains of seropathotype B (associated with HUS but less commonly than
serotype O157:H7), possessing both the eae and toxB genes.
Keywords: STEC, cell lines adhesion, seropathotype, eae, toxB
INTRODUCTION
Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) can be
associated with human diseases, ranging from uncomplicated
diarrhea to hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic-uremic syn-
drome (HUS; Hussein, 2007). Enterohemorrhagic E. coli (EHEC)
constitute a subset of pathogenic STEC that also contain the
LEE (Clements et al., 2012). The most prominent serotype within
the EHEC group is O157:H7 (Paton and Paton, 1998). STEC
food-borne infections, either outbreaks or sporadic cases, appear
worldwide.
As example, an outbreak with 1000s cases of food-borne illness
has been caused by an emerging atypical O104:H4 Stx-producing
pathogen in 2011 in Germany (Bielaszewska et al., 2011; Frank
et al., 2011; Clements et al., 2012; Trachtman et al., 2012). Several
studies have shown a high prevalence of STEC belonging to a wide
range of serotypes in animals and food products (Pradel et al.,
2000; Beutin, 2006; Hussein, 2007). However, only a limited num-
ber of serotypes have been associated with human disease, among
which O157:H7 is predominant (Rangel et al., 2005). The asso-
ciation of serotypes with disease of varying severity in humans,
and with outbreaks or sporadic disease, has led to the proposal
that STEC be classified into five seropathotypes: A (the most vir-
ulent O157:H7 serotype), B (associated with outbreaks and HUS
but less commonly than serotype O157:H7), C (associated with
sporadic HUS but not typically with outbreaks), D (associated
with diarrhea but not with outbreaks or HUS), and E (serotypes
that have not been involved in disease in humans; Karmali et al.,
2003). STEC colonize the digestive tract of humans and produce
Stx1 and/or Stx2 which are essential for virulence. Different com-
binations of potential pathogenicity factors have been observed in
clinical isolates, in addition to the production of Stx (Paton and
Paton, 1998; Girardeau et al., 2005; Pradel et al., 2008). However,
the known virulence factors do not allow differentiation of STEC
strains with a high pathogenic potential from their counterparts
of lesser clinical significance.
The terminal ileum and the colon are supposed to be the main
sites of EHEC colonization in humans, whereas in cattle, the ter-
minal recto-anal junction is thought to be the primary site of
colonization of the bovine gastrointestinal tract (Naylor et al.,
2003; Chong et al., 2007; Mahajan et al., 2009). Some STEC strains
adhere to epithelial cells in a histopathological lesion pattern
known as attaching and effacing (A/E) adhesion, first described in
enteropathogenic E. coli (EPEC), characterized by the effacement
of microvilli and the formation of actin pedestals, and involving
intimin EaeA (Hayward et al., 2006). In vitro adherence of STEC
strains has been examined using different epithelial cell lines under
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a range of experimental conditions. The “gold standard” method
was originally described to analyze virulence properties of E. coli
strains involved in diarrhea (Knutton et al., 1989). The HEp-2 or
HCT-8 cell assay is considered as a suitable model to study A/E
lesions in STEC (McKee and O’Brien, 1995). The human intesti-
nal T84 cell line is also used for studies of the adhesion properties
since these cells resemble human colonic epithelial cells, which are
thought to be the in vivo target cells for STEC infection (Win-
sor et al., 1992; Li et al., 1999). However, not all the pathogenic
STEC strains are able to adhere in an A/E mechanism. Thus,
the virulence traits that mediate STEC colonization are not fully
understood.
In this study, the adhesion properties of a collection of 256
STEC strains (belonging to seropathotypes A to E), isolated from
humans, foods, or animals, were analyzed using in vitro adhesion
tests to human epithelial cell lines (HEp-2, HCT-8, T84) and rela-
tionships between adhesion, virulence factors, and pathogenicity
were investigated.
MATERIALS AND METHODS
BACTERIAL STRAINS
The distribution according to origin and seropathotype of the 256
STEC isolates tested in this study is given in Table 1. Among the 256
STEC strains, 32 were isolated from patients suffering from HUS
or HC, 187 were isolated from bovine feces, 26 from food samples,
and 11 from asymptomatic children (Pradel et al., 2000, 2002).
EHEC O157:H7 strains EDL933 (ATCC 43895) and 86-24 (Tarr
et al., 1989), and EPEC strain E2348/69 were used as references
strains. E. coli strain K-12 C600 was used as a negative control.
Bacteria were stored in Luria broth (LB), with 10% glycerol at
−80◦C. Unless otherwise stated, the strains were grown overnight
at 37◦C in LB.
CELL LINE AND CELL CULTURE
The human laryngeal epithelioma cell line HEp-2 (ATCC CCL-23;
American Type Culture Collection, USA), the human ileocecal car-
cinoma cell line HCT-8 (ATCC CCL-244), and the human colonic
carcinoma cell line T84 (ATCC CCL-248) were used for investigat-
ing STEC adhesion profiles. The three cell lines were grown with
Table 1 | Number of strains analyzed in this study according to origin
and seropathotype.
Seropathotypes
A B C D E ND Total
Number of serotypes 1 2 19 22 49 – 93
Origin Patients (HUS, HC) 10 8 10 0 0 4 32
Bovine feces 1 2 57 37 79 11 187
Food 2 0 6 4 11 3 26
Asymptomatic children 0 2 0 9 0 0 11
Total 13 12 73 50 90 18 256
HUS, hemolytic-uremic syndrome; HC, hemorrhagic colitis; ND, not determined.
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Lonza)
and antibiotics (2% penicillin G-streptomycin–amphotericin B) at
37◦C, in an atmosphere of 5% CO2. The T84 cells were differenti-
ated by growing five days in 24-well plates coated with collagen
I (Roche). About 106 viable cells were used for each bacterial
infection in 24-well plates.
ADHESION ASSAYS
The bacterial strains were grown for 3 h (exponential growth
phase) or 18 h (late growth phase) at 37◦C before infection, in
LB or in Cell Culture Medium (CCM) with 50% HAM-50%
DMEM. Bacteria were harvested by centrifugation at 7000 × g
for 10 min and suspended in CCM in the presence of 1% α-D-
mannoside to a final concentration of 108 CFU per ml, which
was checked by plating on LB agar for each inoculum. The cul-
ture cells were washed three times with PBS pH 7.4 and then
infected with 108 bacteria for 3 h at 37◦C at a multiplicity of infec-
tion (MOI) of 100. After 3 h, non-adherent (NA) bacteria were
removed from the cells by three washes with PBS. Bacterial adher-
ence patterns were examined with phase-contrast microscopy
after Giemsa staining. For quantitative adherence assays, the cells
were gently scraped off with 1% triton X-100 (Sigma) in PBS,
and serial 10-fold dilutions were plated overnight at 37◦C onto
Luria agar plates. Each experiment was repeated at least three
times. Variations in the level of F-actin in HEp-2 and HCT-8
cells were estimated by fluorescence actin staining (FAS) assay
(Knutton et al., 1989). Scanning electron microscopy (SEM) was
performed as previously described by Xicohtencatl-Cortes et al.
(2007).
DETECTION OF GENES ASSOCIATED WITH ADHESION
All STEC isolates were analyzed for the presence of genes encod-
ing for EaeA, EfaI, ToxB, LpfA, Saa, East1, EspP, and Iha. The
corresponding eae, efa1, toxB, lpf, saa, astA, espP, and iha genes
were amplified using primers listed in Table 2. The presence of
the genes was determined directly by PCR and/or by colony blot
hybridization using probes labeled with α-32P-dCTP, as described
previously (Pradel et al., 2002).
STATISTICAL ANALYSIS
The data were analyzed with Epi Info version 6.02 by the χ2 test,
except for the variable needing a two-tailed Fischer exact test.
The Student t-test for unpaired data was used at the 5% level
of significance for the comparison of values.
RESULTS
QUANTITATIVE ADHESION OF 17 STEC STRAINS TO THE T84 CELL LINE
Different bacterial growth phases (exponential growth phase vs.
late-log phase), and types of bacterial culture media (LB vs.
CCM) were tested in preliminary infection experiments on the T84
human colonic carcinoma cell line. These assays were performed
with two virulent STEC strains (O157:H7 strain EDL933 and
O91:H21 strain CH014), the EPEC reference strain (E2348/69)
as a positive control, and the E. coli strain K-12 C600 as a neg-
ative control (Figure 1). The best adhesion levels were obtained
with strains grown for 3 h in CCM. For further quantitative exper-
iments, we thus chose to incubate the bacteria for 3 h at 37◦C
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Table 2 | Primers used for genes targeting and proportion of positive strains.
Target Gene Primer name Reference Oligonucleotide sequence
(5 to 3)
Number of positive strains
(out of 256 strains)
eae eaeF3 Pradel et al. (2008) GAACGGCAGAGGTTAATCTGC 38 (15%)
eaeR3 TCAATGAAGACGTTATAGCCC
efa1 88AT Nicholls et al. (2000) AAGGTGTTACAGAGATTA 28 (11%)
88TN TGAGGCGGCAGGATAGTT
toxB Tox1 Paton and Paton (1998) ATCCTGAAACAAAACGAAACG 27 (10%)
Tox2 AATTGTATGCTCTAGACTCC
lpfAO113 lpfA-F Doughty et al. (2002) ATGAAGCGTAATATTATAG 201 (79%)
lpfA-R TTATTTCTTATATTCGAC
lpfAO157/OI−141 lpf O141-F Szalo et al. (2002) CTGCGCATTGCCGTAAC
lpf O141-R ATTTACAGGCGAGATCGTG
lpfAO157/OI−154 O154-FCT Toma et al. (2004) GCAGGTCACCTACAGGCGGC
O154-RCT CTGCGAGTCGGCGTTAGCTG
saa SaaDF Nicholls et al. (2000) CGTGATGAACAGGCTATTGC 82 (32%)
SaaDR ATGGACATGCCTGTGGCAAC
astA east11a Yamamoto et al. (1997) CCATCAACACAGTATATCCGA 20 (8%)
east11b GGTCGCGAGTGACGGCTTTGT
espP espA Pradel et al. (2008) AAACAGCAGGCACTTGAACG 122 (48%)
espB GGAGTCGTCAGTCAGTAGAT
iha iha-F Tarr et al. (2000) CTGGCATGCCGAGGCAGTGC 169 (66%)
iha-R CGTTGCCACTGTTCCGCCAGG
in CCM before infection. Quantitative experiments, performed
on 17 STEC strains isolated from human cases, indicated that
the number of bacteria adhering to the T84 cells was between
2.4 × 103 and 4.4 × 105 CFU/well (Figure 2A). The number
reached 2 × 106 CFU/well for the EPEC reference strain, indicat-
ing that STEC adhered to very low levels compared to the EPEC
strain, and just above the level of the negative control C600. Adher-
ence patterns were investigated after staining with Giemsa and by
SEM observations. The STEC strains adhered sparsely, whereas
the EPEC formed micro-colonies (Figure 2B).
ADHESION PROPERTIES OF 256 STEC TO THE HCT-8 AND HEP-2 CELL
LINES
Since very low levels of adhesion were observed with the
pathogenic STEC tested on T84 cells, we chose to analyze the 17
STEC strains and 239 additional STEC strains of diverse origins on
two cell lines commonly used for in vitro adhesion assays: HCT-8
(from human ileocecal carcinoma), and HEp-2 (from human lar-
ynx carcinoma) cell lines (Figure 3). We considered as adherent
the strains adhering to at least one of the two cell lines. Adhesion to
HCT-8 or HEp-2 showed few strains efficiently adhering over a 3 h
course of infection: among the 256 STEC strains, 209 (82%) were
considered as NA; (i.e., less than 1 bacterium per cell; Figure 3A).
Only 18% (47/256) of the strains adhered to at least one of the cell
lines. Among them, 31 adhered both to HEp-2 and to HCT-8.
The great majority of STEC strains were NA whatever the
seropathotype (A: 61% NA, C: 84% NA, D: 84% NA, E: 91% NA),
except for the seropathotype B for which all the strains tested
were adherent (Figure 3B). The adherent strains belonging to
seropathotype A were associated to a low level of adhesion (+, 1
to 5 bacteria per cell; Fisher, P = 0.01), and the seropathotype
B was associated to the higher level of adhesion (+++, more
than 20 bacteria per cell; Fisher, P = 0.002; Figure 3B; Table 3).
Indeed, among the 39 STEC adhering to HCT-8, 15 presented
an enhanced adherence (≥ 20 bacteria per cell), including six of
seropathotype B (four O103:H2 and two O26:H11), and one of
seropathotype A (the O157:H7 strain isolated from bovine feces).
Nine strains exhibited an enhanced adherence (≥20 bacteria per
cell) to HEp-2 cells. These nine adhering strains were all non-
O157:H7 and included two O103:H2 strains of seropathotype B
isolated from bovine feces.
ASSOCIATION BETWEEN ADHESION PROPERTIES AND GENES
ENCODING FOR ADHESION FACTORS
Data regarding the presence of genes eae, efa1, toxB, lpf, saa, astA,
espP, and iha are given in Tables 2 and 3. Among the 256 STEC
strains, 38 (15%) were eae-positive (possessed the gene encoding
for intimin), including all the STEC belonging to the seropatho-
types A (13) and B (12). Twenty-two of these adhered either to
HCT-8 and/or to HEp-2 cells, but most (13 of 22) adhered at a low
level (1 to 5 bacteria/cell), and only 17 were clearly FAS-positive
by the fluorescent actin staining assay. Overall, the presence of
eae was associated with adhesion (Fisher, P < 0.00000001), and a
strong association was observed between FAS-positive isolates and
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FIGURE 1 | Determination of experimental conditions for bacterial
adherence of Escherichia coli strains to human colonic carcinomaT84
cells. Cells were infected with bacteria grown for 3 h (exponential growth
phase) or 18 h (stationary growth phase), in Luria Bertani Broth (LB) or in Cell
Culture Medium (CCM), at 37◦C before infection. The cells were then
washed, treated with Triton X-100, and the recovered adherent bacteria were
diluted and plated for colony forming unit counting. Results are expressed as
percentage of adherent bacteria, relative to adherent bacteria obtained after a
3 h growth in LB taken as 100%. EDL933: EHEC O157:H7; CH014: non-O157
STEC; C600: K-12 E. coli ; E2348/69: EPEC. All assays were performed
independently at least three times. Results are means ± SEM of bacteria
adhering to T84 cells.
belonging to seropathotype B (Fischer, P < 0.0000001), or isola-
tion from a human with or without disease (Fischer, P = 0.00002).
The gene efa1, associated to the eae gene and encoding for EHEC
factor for adherence, was detected in 28 eae-positive strains (11%
of the STEC).
Only 27 of 256 STEC (10%) were toxB positive: 17 adhered to
HEp-2 and/or HCT-8 cells, and belonged to A or B seropathotype.
An association was established between the toxB gene and adhesion
(Fisher, P < 0.00000001).
Among the 256 strains, 201 (79%) were positive for the lpf
gene encoding long polar fimbriae subunit A. Thirty three of the
47 adherent strains were positive for lpfO157, lpfO113, or lpfO91.
operon. Regarding saa, encoding the STEC autoagglutinating
adhesin, 82 strains (32%), belonging to the less virulent seropatho-
types C, D, E, were positive, of which 11 were adherent. Regarding
astA, encoding the East1 enteroaggregative heat-stable toxin 1,
only 20 of the 256 STEC (8%) belonging to the seropathotypes
D and E were positive, including 3 adherent isolates. Among the
256 strains, 122 (48%) were positive for the autotransporter EspP,
shown to be involved in the formation of macroscopic rope-like
fibers (Xicohtencatl-Cortes et al., 2010). Thirty-one adhered to
HEp-2 and/or HCT-8 cells. Finally, 169 strains (66%) were posi-
tive for the gene encoding for Iha (a protein that confers adherence
similar to Vibrio cholerae IrgA), of which 21 were adherent. No
association was established between adhesion or seropathotype
and the presence of the lpf, saa, astA, efa1, espP, or iha genes.
DISCUSSION
Shiga toxin-producing E. coli strains are an important cause of
diarrheal and renal diseases in humans. They are associated with
colonic pathology, and are considered as colonic pathogens, but
the intestinal colonization process is still not well defined. In
the absence of a suitable animal model for STEC infection that
reproduces the typical human disease from the initial step of colo-
nization to HUS (Mallick et al., 2012), adherence to epithelial cell
lines was expected to mimic the in vivo situation. In this study,
we analyzed the adhesion properties of a collection of 256 STEC
strains isolated from cattle, food, and humans, using the intesti-
nal epithelial cell lines HCT-8 (from human ileocecal carcinoma),
T84 (from human colonic carcinoma), and the HEp-2 cells from
human larynx carcinoma. More than half (51%) of the strains
of human origin (including patients and asymptomatic children)
were adherent, while one third (34%) of the STEC isolated from
food, and only 8% of the cattle strains were found to adhere. The
strains belonged to the five seropathotypes A (most virulent) to
E (not involved in human disease), described according to dis-
ease severity in humans, and to outbreaks or sporadic diseases
(Karmali et al., 2003). Among the 256 STEC, the seropathotype
B was significantly associated with the highest adherent strains
on the HEp-2 or HCT-8 models. Our study revealed that, among
the 47 adhering strains, 16 adhered only to HEp-2 or HCT-8,
indicating that HEp-2 cells, widely used to explore adhesion of
intestinal pathogenic E. coli might lack specific receptors. On the
T84 model, EHEC O157:H7 strains (A seropathotype) adhered
significantly more than those belonging to other serotypes, but
the levels of adhesion observed were low. Interestingly, a high
level of adhesion was not always associated with pathogenicity
(assessed by the seropathotype): among the 18 STEC exhibiting
the highest level of adhesion to HEp-2 and/or HCT-8 cells, eight
belonged to the seropathotypes D and E. It would be interesting
to test the highly adherent strains in a suitable in vivo model to
determine their virulence, since they might represent emerging
pathogens. The O104:H4 outbreak in Germany in 2011 high-
lighted the danger of such emerging pathogens, the O104:H4
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FIGURE 2 | Adhesion of STEC strains to T84 cells line. (A) Quantitative
adhesion of 17 STEC strains on the human colonic carcinoma cell line
T84. Strains were grown to exponential growth phase at 37◦C in CCM
before infection. All assays were performed independently at least three
times. Results are means ± SD of bacteria adhering to T84 cells in
CFU/well for the replicate experiments. A, seropathotype A; B,
seropathotype B; C, seropathotype C; ND, seropathotype not
determined; Ref, reference strains. *The level of adhesion of EPEC
E2348/69 strain was significantly different from all other strains tested
(p < 0.01). (B) Adhesion pattern of EHEC O157:H7 (EDL933) strain (1,
3) and EPEC (E2348/69) strain (2, 4, and 5) stained with Giemsa (1, 2),
or after scanning electron microscopy (SEM) analysis (3, 4, and 5). Scale
bar = 10 μm for Giemsa and SEM, Magnification ×2,300 (3), ×2,000
(4), ×3,500 (5) and x10,000 (enlarged box).
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FIGURE 3 | Distribution of Shiga-toxin producing E. coli strains
according to adhesion properties to HCT-8 and/or HEp-2 cell lines
and seropathotype. (A) Number of STEC strains adherent to HCT-8
and/or HEp-2 cells or non-adherent (NA; less than 1 bacterium per
cell). (B) Results are expressed as the percentage of strains that
adhered or not, and the level of adhesion, in each seropathotype. +,
1 to 5 bacteria/cell; ++, 5 to 20 bacteria/cell; +++, more than 20
bacteria/cell. The data were analyzed with Epi Info version 6.02 by
the Fischer exact test. Groups were established by comparison with
the adhesion level of the positively adhering EPEC (E2348/69) and
the negatively adhering K-12 E. coli (C600) control strains. ND,
seropathotype not determined.
strain possessed enteroaggregative adhesion factors that made it
particularly virulent.
Studies evaluating the survival of an E. coli O157:H7 strain in
simulated in vitro models of human digestive tract revealed bac-
terial growth and multiplication in the distal parts of the small
intestine, and a progressive elimination of the pathogen in the
colon (Etienne-Mesmin et al., 2011b; Thevenot et al., 2013). In
human and bovine small intestinal xenografts, a large number
of EHEC was also detected in the small intestinal lumen, but
bacteria did not attach to the epithelium (Golan et al., 2011).
The same study revealed poor bacterial growth associated with
the formation of A/E lesions in human colon xenografts (Golan
et al., 2011). In this study, we observed low levels of adhesion on
colonic derived cells, in accordance with studies conducted using
human intestinal IVOC, where a preferential tropism of EHEC
for the follicle-associated epithelium (FAE) overlying ileal Peyer’s
patches (PPs), associated with a lack of colonic adhesion has been
shown (Phillips et al., 2000; Fitzhenry et al., 2002; Chong et al.,
2007). The PPs-rich distal ileum may represent the initial site of
EHEC adhesion, from where bacteria would either spread to other
regions of the gut, or translocate through M cells to underlying
macrophages, which may be the first step in EHEC transloca-
tion and subsequent toxin transport across the intestinal barrier
(Etienne-Mesmin et al., 2011a).
Several surface proteins and fimbriae structures have been
described as putative adherence factors in STEC (Nicholls et al.,
2000; Tarr et al., 2000; Fitzhenry et al., 2002, 2006; Toma et al.,
2004; Cergole-Novella et al., 2007; Torres et al., 2007; Mahajan
et al., 2009; Xicohtencatl-Cortes et al., 2009, 2010). Among them,
intimin EaeA might play a role in tissue tropism, with intimin
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gamma appearing to restrict colonization of O157:H7 strains to
human FAE (Fitzhenry et al., 2002). In our study, in addition
to the eae gene, the toxB gene was clearly associated with adhe-
sion to HEp-2, HCT-8, and T84 cell lines and isolation from
humans. Taken together, adhesion levels were globally low among
the 256 STEC tested and the eae+toxB+ STEC of seropatho-
type B presented the highest adhesion level. The host and tissue
specificity might also involve several other bacterial and host deter-
minants important in vivo (Mundy et al., 2007; Ho et al., 2008;
Xicohtencatl-Cortes et al., 2009). As previously reported for the
lpf operons, their expression could be controlled by a tightly reg-
ulated process, depending on gastrointestinal conditions such as
bile salts (Torres et al., 2007; Chassaing et al., 2013), rendering the
role of Lpf difficult to establish during binding to epithelial cells.
Taken together, our data showed that it is very difficult to assess
STEC virulence and ability to cause outbreaks in these models,
and that in vitro adherence may not be an accurate reflection
of molecular interactions that occur between STEC and human
colonic epithelium in vivo. Developing more appropriate models
to study the mechanisms of the first colonization steps would help
in designing novel therapeutic approaches to EHEC infection.
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RÉSUMÉ 
Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont des pathogènes majeurs pour l’homme responsables de toxi-
infections alimentaires pouvant évoluer vers des complications potentiellement mortelles. La pathogénicité de ces souches est
essentiellement due à la production de Shiga-toxines (Stx), même si d’autres facteurs semblent jouer un rôle important dans la 
virulence, comme des facteurs d’adhésion. La survie et la régulation des facteurs de virulence des EHEC dans l’environnement 
digestif humain sont des facteurs clés dans la pathogénicité bactérienne, mais restent à ce jour mal décrits, essentiellement en 
raison d’un manque de modèles d’étude adaptés. De plus, l’absence de traitement spécifique a conduit à s’intéresser à des 
moyens préventifs et/ou curatifs alternatifs, comme l’utilisation de probiotiques. L’objectif de ce travail de thèse est (i) de 
mieux comprendre le comportement de la souche de référence EHEC O157:H7 EDL933 dans l’environnement digestif 
humain simulé, et en particulier ses interactions avec le microbiote résident et l’épithélium intestinal, et (ii) d’évaluer l’effet 
antagoniste d’une souche de levure probiotique vis-à-vis de la survie, la virulence et l’interaction du pathogène avec 
l’épithélium intestinal, à l’aide d’approches in vitro et in vivo complémentaires. 
En modèles digestifs in vitro, la souche EHEC survit dans l’estomac, voire se multiplie dans les parties distales de 
l’intestin grêle, alors qu’elle ne se maintient pas dans l’environnement colique. Les gènes de virulence codant les Stx et des 
adhésines majeurs (intimine et « Long Polar Fimbriae » ou Lpf) sont surexprimés dès les parties hautes du tractus digestifs, et 
ce, même en absence de cellules épithéliales. Les conditions rencontrées dans le tractus digestif supérieur de l’enfant, 
comparativement à celui de l’adulte, conduisent à une survie et un niveau d’expression des gènes codant les Stx et les Lpf plus 
élevés chez l’enfant, ce qui peut contribuer à expliquer la grande sensibilité de cette population aux infections à EHEC. Enfin, 
les Lpf semblent jouent un rôle clé dans le ciblage spécifique des cellules M et le tropisme des EHEC pour les plaques de Peyer, 
et ce, à la fois in vitro (cellules M en culture) et in vivo (anses iléales murines). Même si elle ne modifie pas la survie du 
pathogène dans l’environnement colique, la levure probiotique S. cerevisiae CNCM I-3856 a montré des propriétés antagonistes 
intéressantes vis-à-vis d’EHEC O157:H7 en  (i) modulant favorablement l’activité fermentaire du microbiote intestinal, (ii) 
diminuant significativement l’expression des gènes codant les Stx et (iii) inhibant la translocation bactérienne au travers des 
plaques de Peyer et les lésions hémorragiques associées. Par ailleurs, l’effet du pathogène et des probiotiques sur le microbiote 
colique est individu dépendant, confortant l’hypothèse que des facteurs associés à l’hôte, comme le microbiote, pourraient 
conditionner l’évolution clinique des infections à EHEC et l’efficacité d’une stratégie probiotique.  
Ce travail de thèse contribue à une meilleure compréhension du comportement des EHEC dans l’environnement 
digestif humain et confirme l’intérêt d’une stratégie probiotique dans la lutte contre le pathogène. Une étude plus approfondie 
du transcriptome du pathogène dans l’environnement digestif et une analyse par des méthodes haut débit du microbiote 
intestinal permettraient de continuer à mieux décrire la physiopathologie des infections à EHEC et comprendre les mécanismes 
associés à l’effet antagoniste des probiotiques. 
Mots clefs : Escherichia coli enterohémorragique, Système de digestion in vitro, Microbiote, Probiotique, Anses iléales murines, Long Polar 
Fimbriae 
ABSTRACT 
The enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are major zoonotic pathogens responsible for food-borne infection 
which leads to life-threatening complications in humans. The main virulence determinant of EHEC is the production of Shiga 
toxins (Stx), even if other factors seem to play an important role in virulence, such as adhesion factors. Survival and virulence 
of EHEC strains in the human digestive environment are a key factor in bacterial pathogenesis but remains unclear owing to 
lack of relevant model. Moreover, no specific treatment has led to interest in preventative and / or curative alternatives, such 
as using probiotics. The objective of this study is to better understand the behavior of the reference strain EHEC O157:H7 
EDL933 in the entire digestive tract, and in particular its interaction with the resident microbiota and the intestinal epithelium, 
and to evaluate the antagonistic effect of the probiotic yeast, Saccharomyces cerevisiae CNCM I-3856, using in vitro and 
in vivo complementary approaches. 
In vitro, bacterial mortality was noticed in the stomach, whereas bacterial growth resumption was observed in the 
distal parts of the small intestine and the pathogen was not able to maintain in the human colonic conditions. Virulence genes 
encoding Stx and adhesins (intimin and “Long polar fimbriae”) are upregulated in the upper parts of the digestive tract. A ten-
time higher amount of cells was found in the ileal effluents of infant compared to adult. stx genes were over-expressed  (up to 
25-fold) in infant conditions compared to the adult ones. This results show that differences in digestive physicochemical 
parameters of the upper gastrointestinal tract may partially explain why infants are more susceptible to EHEC infection than 
adults. And finally, Lpf seem to play a key role in the interactions of EHEC with murine Peyer’s patches and are needed for an 
active translocation of the pathogen across M cells, and both in vitro (M cells culture) and in vivo (murine ileal loops). 
S. cerevisiae had not effect on EHEC survival in the colonic environment but (i) favorably influenced gut microbiota 
activity through beneficial modulation of short chain fatty acid production, (ii) leading to significantly decrease stx expression 
and (iii) significantly reduced EHEC translocation through M cells and inhibited in vivo interactions of the pathogen with 
Peyer’s patches and the associated hemorrhagic lesions. Probiotic had donor-dependent effect on the gut microbiota strengthen 
the hypothesis that host-associated factors such as microbiota could influence the clinical evolution of EHEC infection and the 
effectiveness of a probiotic strategy. 
This work contributes to a better understanding of the behavior of EHEC in the human digestive environment and 
confirms the interest of probiotic strategy in controlling EHEC infections. Further transcriptome studies are warranted for the 
pathogen in the human digestive environment, with or without probiotics for the better understanding of the pathophysiology 
of EHEC and so on the mechanisms involved in the antagonistic effect of probiotics. 
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